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Uber die Charakterisierung von Amylaselésungen. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 
, Von 


H. vy. Euler und Olof Svanberg. 
(Mit 7 Figuren im Text.) 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. November 1920.) 


Zu den Schwierigkeiten, welche sich bei Arbeiten mit 
einfachen Enzymen wie Saccharase dadurch einstellen, dafi die 
Enzymlésungen einstweilen nur unvollkommen definiert werden 
kénnen, kommen bei Untersuchungen an Amylasen (wie auch 
Peptasen) noch die Komplikationen, welche chemisch nicht 
einheitliche Substrate und stufenweise verlaufende Reaktionen 
verursachen. 

Simtliche Arbeiten itiber Amylasen, und besonders die 
physikalisch chemischen, leiden stark an den Unsicherheiten 
hinsichtlich der chemischen Natur und des Spaltungsverlaufes 
der Stirke. Das ist auch der Grund, weshalb bis in die letzte 
Zeit so auseinandergehende und seltsame Ergebnisse iiber 
enzymatische Starkespaltung veréffentlicht werden konnten. 

Es erschien wiinschenswert, méglichst bald eine Einheit- 
lichkeit hinsichtlich der Methodik und der Behandlung des 
Zahlenmateriales zu schaffen. Endgiiltig ist dies natiirlich erst 
moéglich, wenn so grundsitzliche Fragen, wie nach den Be- 
standteilen der Starke und der Art ihrer enzymatischen Spal- 
tung, einigermaBen geklirt sind. Die vorliegende einleitende 
Mitteilung bezweckt, die erforderlichen Ausgangspunkte fiir 
einige diesbeziigliche Untersuchungen festzulegen, welche im 
hiesigen Laboratorium besonders hinsichtlich der Giftempfind- 
lichkeit und der Thermostabilitit im Gange sind. Besonders 
erschien es erforderlich, die Wirkungsfahigkeit der Amylase- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXII. 14 
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lésungen einerseits eindeutig, gleichzeitig aber in solcher Weise 
zu definieren, daf} sie mit derjenigen anderer Enzymlésungen 
méglichst direkt vergleichbar wird. 

Wir haben uns bei unseren orientierenden Versuchen im 
wesentlichen auf die Malzamylase beschrinkt und stellen in 
der folgenden Literaturiibersicht keine anderen Arbeiten iiber 
Amylasen zusammen als diejenigen, welche sich auf das Enzym 
des Malzes beziehen. 


I. Friihere Arbeiten tiber Malzamylase. 

Zunichst sei iiber das Substrat dieses Enzyms folgendes 
vorausgeschickt. 

Zu den meisten einschligigen Untersuchungen ist ,,lésliche 
Stirke* verwendet worden. Zur Darstellung derselben hat 
man bekanntlich zahlreiche Verfahren vorgeschlagen. Wir 
nennen: 

1. die Methode von Lintner’): Digerierung der Stirke- 
kérner mit 7,5°/oiger Salzsiure wahrend 7 Tagen bei 
Zimmertemperatur oder wihrend 3 Tagen bei 40°; 

2. die Methode von Wolff und Fernbach?): Behandlung 
der Stirkekérner mit 1°/,,iger Salzsiure wihrend 
15 Minuten, worauf die Saure durch Dekantieren und 
Waschen entfernt wird. Das Produkt wird beim Er- 
hitzen mit Wasser schnell hochdispers, wie besonders 
von Frouard (1911) gezeigt wurde; 

3. die Methode von Ost?*): Erhitzen der mit Wasser ver- 
riihrten Stirke unter Druck; 

4. die Acetonfallung nach Wolff und Fernbach*‘), welche 
an einer mit Wasser auf 120—150° erhitzten Stirke 
vorgenommen wird; 

5, die Gefriermethoden von Malfitano®) und Samec’). 


1) Lintner, Journ. f. prakt. Chem. Bd 34, S. 378 (1886). 

*) Wolff und Fernbach, C. r. Bd. 140, S. 1403 (1905). 

8) Ost, Chem. Ztg. Bd. 19, S. 1501 (1895). 

*) Wolff und Fernbach, C. r. Bd. 148, 8, 363, 380 (1906). 

5) Malfitano und Moschkoff, C. r. Bd. 150, S. 710 (1910) und 
Bd. 151, S. 817 (1910). 

6) Samec und v. Hoefft, Kolloidchem. Beih. 5, S, 141 (1918). 
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Es kann als feststehend angesehen werden, dafi diese 
,léslichen Starken* — auch wenn sie kein oder nur ein mi- 
nimales Reduktionsvermégen aufweisen — keine einheitliche 
Substanz darstellen, sondern da sie, wie das zu ihrer Her- 
stellung verwendete Ausgangsmaterial, mindestens 2 Substanzen, 
oder richtiger Substanzgruppen, enthalten, die von verschie- 
denen Forschern verschieden bezeichnet worden sind. Wir 
wollen uns bis auf weiteres dem Vorschlag von Maquenne 
und Roux’) anschliefien und die beiden Gruppen unter dem 
Namen ,Amylose* und ,Amylopektin* zusammenfassen. 

Die Amylosen sind charakterisiert durch ihre rein blaue 
Jodreaktion, durch ihren geringen Kinflufi auf die innere Rei- 
bung des Wassers und durch die Wiederausscheidung aus den 
Lésungen beim Abkiihlen (Retrogradation). 

Das Amylopektin gibt mit Jod eine rotviolette Farbung 
und bildet mit Wasser Kleister, ruft also eine hohe Viskositit 
hervor. Chemisch ist es nach Samec?) charakterisiert durch 
seinen Gehalt an PO,-Resten. 

Was nun die friiheren Untersuchungen iiber die Malz- 
amylase selbst und iiber den zeitlichen Verlauf der enzymati- 
schen Stirkespaltung betrifft, so sind dieselben im wesentlichen 
nach zwei verschiedenen Methoden ausgefiihrt worden. Nach 
der einen, welche nunmehr hauptsichlich in der von Wohl- 
gemuth*) vorgeschlagenen Form angewandt wird‘), bestimmt 
man die Bedingungen, ‘unter welchen die blaue Jodreaktion 
einer gewissen Stiirkemenge verschwindet. Diese Proben zeich- 
nen sich durch ihre leichte Ausfiihrbarkeit aus und sind offen- 
bar fiir medizinische Zwecke, wo es auf Vergleiche von 
Saften usw. hinsichtlich ihrer diastatischen Wirksamkeit an- 
kommt, sehr geeignet. 

Kommt es dagegen darauf an, chemisch-dynamische Mes- 


‘) Maquenne und Roux, Ann. Phys. et Chim. Bd. (8) 9, S. 179 (1906). 

*) Samec, Kolloidchem. Beih. 6, S. 23 (1914). 

5) Wohlgemuth, Biochem. Zeitschr. Bd. 9, S. 1 (1908).’ 

*) Eine andere Ausfiihrungsform ist von Sherman, Kendall und 
Clark vorgeschlagen worden (Journ. Amer. Chem. Soc. Bd. 32, 8. 1078 
[1910}). 
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sungen an Amylasen auszufiihren, so geniigt die Jodmethode 
—— wenigstens in den bis jetzt vorgeschlagenen Formen — dazu 
nicht’). Ihr Prinzip ist, festzustellen, wann das Substrat unter 
den eingehaltenen Bedingungen verbraucht ist. Aber selbst wenn 
das Verschwinden der blauen Farbe ein hinreichend scharfes 
Anzeichen dafiir ist, daf} das gesamte Stirkesubstrat gespalten 
worden ist, so gestattet die Methode doch nur, einen limes- 
Wert zu ermitteln, waihrend der Verlauf der Reaktion bis zum 
Kintritt dieses Wertes ungemessen bleiben mul. Dies gilt fiir 
die urspriinglichen Ausfiihrungsformen dieser Methode von 
Roberts und von Jungk wie auch fiir alle folgenden (Fran- 
cis’), Vernon*), Johnson‘), Wohlgemuth®), Sherman, 
Kendall und Clark*), Sherman und Thomas’)). 

Von denjenigen Arbeiten, in welchen die Wirkung der 
Amylase dadureh verfolgt wurde, daf} die zunehmende Reduk- 
tion der Lésung gegen das Fehlingsche Reagens gemessen 
wurde, bezweckt eine gréBere Anzahl nur, den Wirkungswert 
von Malz oder Malzextrakten zu finden. Auf die wichtigsten 
dieser Arbeiten kommen wir auf 8. 221 zuriick. 

Ks bleiben also hier diejenigen Untersuchungen zu be- 
sprechen, welche sich mit den Wirkungsbedingungen der Malz- 
amylase und mit dem zeitlichen Verlauf der Verzuckerung be- 
schiiftigen. 

Die ersten quantitativen Versuche iiber den Verlauf und 
die Bedingungen der diastatischen Wirkung des Malzextraktes 
verdankt man Kjeldahl*). 


') Vel. hierzu auch Sherman, Kendall und Clark, Journ. Amer. 
Chem. Soc. Bd. 52, 8. 1086 (1910). 

*) Francis, Bull. of Pharm. Bd. 12, 8.52 (1898), 

5) Vernon, Journ. Physiol. Bd. 27, 8. 174 (1901). 

*) Johnson, Journ, Amer. Chem. Soc. Bd. 30, 8. 798 (1908). 

5) Wohlgemuth I. ¢, 

*) Sherman, Kendall und Clark, Journ. Amer. Chem. Soc, Bd. 32, 
S. 1073 (1910). 

7) Sherman und Thomas, Journ, Amer, Chem. Soc. Bd. 37, 8. 623 
(1915). 

*) Kjeldahl, Medd. Carlsberg-Lab. 1, 1879. -— Zeitschr. ges. Brauw. 
1880. 
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Brown und Glendinning’) haben sehr exakte systema- 
tische Versuche dariiber angestellt, ob die Verzuckerung der 
léslichen Stiirke sich der Formel fiir monomolekulare Re- 
aktionen anschiliefit. 


Die folgende, ihrer Arbeit entnommene Tabelle bezieht 
sich auf die Verzuckerung einer 3°/,igen Stiirkelésung durch 
0,25 com Malzextrakt auf 100 ccm Lésung. Temperatur 51—52 °. 
































Minuten | 1 — x | k- 10*]k, - 10*]] Minuten] 1 — x | k- 10* ] k, - 10* 
10) 0,8916 50 47 80 0,2615 73 51 
20 0,7750 DD 50 90 0,2200 73 50 
30 0,6650 59 50 100 0,1850 73 50 
40 0,5645 62 51 110 0.1500 75 50 
50 0,4650 65 52 120 0,1200 76 50 
60 0,3850 69 o2 140) 0,0780 79 50 
70 0,3200 71 5] 160 0,0500 81 49 








Die Konstante k der monomolekularen Formel steigt stark 
an, und das gleiche ist auch in den iibrigen 3 Tabellen der 
genannten Autoren der Fall. Brown und Glendinning haben 
die naheliegende Annahme gepriift, daf} die beobachtete Stei- 
gerung der Konstanten davon herriihrt, dafs die zu Beginn 
der Reaktion entstehenden Dextrine leichter gespalten werden 
als das urspriingliche Substrat; ihr Versuch mit Ausgangs- 
material, das verschieden weit vorgespalten war, hat keine 
Stiitze fiir obige Annahme geliefert. 

Fiir den Koeffizienten k, der Formel In =r finden sie 
eine angeniiherte Konstanz. 

V. Henri*) kam bald darauf zu einem Ergebnis, welches 
von demjenigen der beiden englischen Autoren insofern ab- 
wich, als er findet, dafi die Konstanten k um einen gewissen 
Mittelwert schwanken; ,la loi de formation du maltose est 
donc bien une loi logarithmique“. 

Die folgende, seiner Arbeit entnommene Tabelle bezieht 


') Brown und Glendinning, Journ. Chem. Soc, Bd 81, 8.388 (1902), 
*) V. Henri, Lois générales de l’action des diastases. Thése, Paris 
(1903). 
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sich auf einen Versuch mit 3°/,iger Staérkelésung und Malz- 
amylase; Temperatur 25°. 

















Minuten — - k - 108 
29 0,090 0,046 707 
53 0,179 0,092 790 
89 0,283 0,146 769 

113 0,358 0,184 781 
150 0,459 0,236 779 
184 0,552 0,284 788 
227 0,641 0,330 766 
326 0,865 0,446 787 
402 0,977 0,504 757 
467 1,121 0,578 802 


Bei Variation der Staérkekonzentration findet Henri (S. 121) 
folgende Mengen Maltose in Gramm: 














Sti italia | Starkekonzentration ; 
1902 in Minuten 3%, | 1,5 %, | 0,75 %/, | 0,375 °/, 
5. 9. 60 0192 | 0174 | 0145 | — 
6. 9. 40 0,180 | 0,154 | 0,124 | — 
Li. 9. 40) 0,150 0,114 | 0,112 | 0,082 
20, 9. 30 0,098 | 0104 | 0100 | — 


Im Anschlufs an diese Versuche wird die Forme!l 


a a 


- x a 1 
a si : " ee loge 
Ks t | » a 1 nn | ys 


-— & 


vorgeschlagen; die Koeffizienten m und n werden aber nicht 
bestimmt, und demgemaf} ist die Formel nicht gepriift. 
Auf die Ergebnisse von Pottevin'), Effront*) und 
Ling und Davis*) kommen wir an anderer Stelle zuriick. 
Die niichste eingehende Untersuchung iiber die Ver- 
zuckerung durch Malzamylase stammt von Frl. Philoche‘*). 
Thren Bestimmungen nach folgt der zeitliche Verlauf der 


1) Pottevin, Ann. Inst. Pasteur Bd. 13, 8.665 (1899). 

®) Effront, Les enzymes et leurs applications (Paris 1899). 

5) Ling und Davis, Journ. Inst. Brew. Bd. 8, S. 475 (1902). 

*) Ch. Philoche, Journ. de Chim. Phys. Bd. 6, 8. 212 u. 355 (1908). 
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Verzuckerung von einem gewissen Spaltungsgrad an (etwa 
30°/o) der monomolekularen Formel, vorher nimmt der Reak- 
tionskoeffizient stark ab. Dies zeigt z. B. folgende Versuchs- 
reihe, angestellt mit 2°/oiger Starkelésung bei 31,5°. 














Minuten = k - 104 
25 0,10 30,5 
31 0,16 24,4 
60 0,25 20,8 
90 0,30 17,2 

120 0,36 16,1 
210 0,53 15,6 
246 0,61 16,6 
270 0,63 16,0 
300 0,66 15,6 
420 0,82 17,7 
485 0,87 17,6 


Uber die aus verschiedenen Stirkekonzentrationen ge- 
bildete Menge Maltose gibt folgende Zusammenstellung (S. 277) 
Aufschluf: 

Stiirke-Konz. in °/, 1 1,5 2 2,5 3 

g-Maltose in 60 Min. 0,24 0,30 0,338 0,397 0,397. 

Die Verzuckerung wird nicht direkt proportional mit der 
anwesenden Diastasemenge gefunden. Bedeutet x die zur Zeit t 
gebildete Maltosemenge, c die Konzentration des Enzyms in g 
per 100 ccm Lésung, so ist x/c nicht konstant, sondern es 
gilt eine Beziehung 


= — B—Ac oder x = Bc—Ac’. 


Gleichzeitig mit Frl. Philoche hat Chr. Wirth") in 
Lintners Laboratorium Versuche iiber die Abhangigkeit der 
Verzuckerung von der Enzym- und der Stiarkekonzentration 
angestellt, hauptsichlich unter Verfolgung des praktischen 
Zieles, eine rationelle Bestimmungsmethode fiir die diastatische 
Wirksamkeit des Malzes zu finden. Aus seinen Zahlen hat 
H. van Laer Verzuckerungskonstanten berechnet (unter An- 


1) Chr. Wirth, Untersuchungen iiber die Bestimmung der diastati- 
schen Kraft des Malzes und von Malzextrakten. Dissertation, Techn. 
Hochschule Miinchen, 1908. 
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nahme, daf die angewandte Starke zu 90°/o hydrolysiert 
wird). Er findet, daf} diese Konstanten mit steigender An- 
fangskonzentration der Stirke abnelhmen. 

Henri van Laer selbst hat eine grobe Reihe von Ex- 
perimentalbeitrigen zu dem hier besprochenen Thema ge- 
liefert')*)*). Er kommt zu dem Ergebnis, dafi bis zu einer 
Stirkekonzentration von 4,5 die Verzuckerung sich der 
Forme! fiir monomolekulare Reaktionen anschliebt!*). Dabei 
ist eine geeignete Enzymkonzentration vorausgesetzt; wird das 
Malzenzym durch Verdiinnung oder Erhitzung geschwicht, so 
liefern die einzelnen Verzuckerungsversuche abnehmende Reak- 
tionskoeffizienten erster Ordnung. Henri van Laer schliebt 
sich, wie auch Mare H. van Laer‘), der Auffassung an, dafs 
die Konzentration der Verbindung Amylase-Stirke, also die 
Konstante des Gleichgewichtes zwischen Enzym und Substrat 
die Dynamik der enzymatischen Verzuckerung bestimmt. 

Neben der Verzuckerung ist oft die Verfliissigung von 
Starkekleister als Mab fiir die Wirkungsfihigkeit der , Diastase“ 
angegeben worden, teils in der Weise, dafi einfach die Zeit 
bestimmt wurde, nach welcher die ,,Verfliissigung* eintrat, 
teils auch auf Grund von Viskosititsmessungen. Die Literatur 
hieriiber haben wir hier nicht beriicksichtigt, schon deswegen, 
weil der Chemismus dieses Vorgangs noch nicht klar ist und 
jedenfalls mit demjenigen der Verzuckerung nicht identisch 
ist, und weil solche Versuche rationell erst dann ausgewertet 
werden kénnen, wenn das Substrat, das kleisterbildende Amylo- 
pektin, in einigermafen reinem Zustand dargestellt werden 
kann’). 

‘) H. van Laer, Nouvelles Recherches sur la vitesse de sacchari- 
fication de l’amidon. Bulletin Acad. roy. de Belgique. a) nr. 7, 611: 
1910. — b) nr. 9—10, 707; 1910. — ec) nr. 2, 84; 1911. — d) or. 3, 305; 
1911. — e) nr. 4, 362; 1911. — f) nr. 11, 795; 1911. — g) nr. 4, 395; 191°. 

*) H. van Laer, Bull. Soc. chim. de Belgique 26, 18; 1912. 

3) H. van Laer, Bull, Soc. roy. Sc. med. et nat. de Bruxelles 
nr. 5; 1913. 

*) Marc H. van Laer, Bull. Soc. chim. de Belgique 29, 214; 1920. 

5) Vgl. hierzu Gatin-Gruzewska, Journ. de physiol. et path. gén. 
14, 7; 1912. 
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li. Neue Versuche iiber die enzymatische Verzuckerung. 
A. Die Darstellung der Enzymlésungen. 


Lésung 1. 114 g feingestoffenes Darrmalz wurde bei 
Zimmertemperatur mit 400 cem destilliertem Wasser wihrend 
11/, Tagen extrahiert. Das Ganze wurde nun auf ein Tuch 
gebracht, filtriert und fast bis zur Trockenheit gepreft. Die 
stark triibe Lésung wurde zuletzt durch Faltenfilter klar 
filtriert, wobei eine gelbe Lésung vom Trockengewicht 4,77 °/o 
erhalten wurde. 1 ccm dieser Lésung enthielt (Analysen nach 
Bertrand) 45,7 mg Maltose, also 96°/o des Trockengewichts. 


Da der grébte Teil des Trockengehaltes der Amylase- 
lésung aus Zucker bestand, konnte eine sehr weitgehende 
Reinigung der Lésung durch Dialyse in geschlossenen 
Kollodiummembranen erzielt werden. Es wurde dabei 
genau dieselbe Versuchsanordnung verwendet, wie wir 
friiher bei der Reinigung der Saccharase durch Dialyse 
beschrieben haben (III. Mitteilung, Diese Zeitschr. Bd. 110, 
S. 177 [1920]). Eine 8°/oige Zuckerlésung wird in einer 
solchen Diffusionshiilse in wenigen Stunden fast zucker- 
frei (loc. cit. S. 178). 

110 ccm der Lésung 1 wurden wiahrend zweier Tage 
in 8 geschlossenen Hiilsen gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. Die dadurch erzielten Verinderungen der 
Lésung gehen aus der Tabelle hervor: 








a ee eo a 1 ccm gibt bei Gegen- Verzuckerungs- 
halt wart von 0,5g Stiirke| fahigkeit pro g 
ia bei 37° die Verzucke- | Trockengewicht rh 
of rungskonstante k der Lésung 1. q 
Lésung 1 4.8 0,078 (Beil. 2) 0,61 
2 Tage dialy- 
siert 0,077 0,024 (Beil. 14—15) 11,7 











(Die Begriffe ,Verzuckerungskonstante‘ k und ,,Ver- 
zuckerungsfahigkeit* Sf sollen im Kapitel HI definiert 
werden.) 
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Durch die Dialyse wird also bereits 98,4°/o des Trocken- 
gewichts des Malzauszuges aus der Enzymlésung entfernt. 
Gleichzeitig wird aber auch das Enzym bis 30% des Aus- 
gangswertes geschwiicht, so dafi die Verbesserung der enzy- 
matischen Aktivitiét der Trockensubstanz eine 19—20 fache 
wird. 

Die Darstellung der Enzymlésung wurde wiederholt. 


Lésung 2. 130 g feingeriebenes Malz wurde bei Zimmer- 
temperatur 3 Tage mit 400 ccm destilliertem Wasser extra- 
hiert. Der Malzbrei befand sich in einer Stépselflasche, die 
oft geschiittelt wurde. Nach Abpressung durch das Tuch 
wurde die von Starkekérnchen stark getriibte Lésung zur 
Klarheit filtriert. Das stark gelbe Malzextrakt hatte pro ccm 
einen Maltosegehalt von 75,5 mg (7,55 °/o). 

160 cem der Lésung 2 wurden in 12 Kollodium- 
siicken gegen destilliertes Wasser dialysiert. 2 Sicke 
wurden nach 20stiindiger Dialyse geéffnet, die Haupt- 
menge jedoch erst nach 40 Stunden untersucht. 








Cicadas: lecm gibt bei Gegen- Verzuckerungs- 
siiuahs wart von 0,5 g Stirke! fihigkeit pro g 
tela bei 37° die Verzucke- | Trockengewicht 
*. rungskonstante der Lisung 
Liésung 2 8,0 0,11 (Beil. 53) 0,52 
Nach 20stiind. 
Dialyse 0,30 0,065 ( , 54) 8,1 
Nach 40stiind. 
Dialyse 0,14 6,062 ( , 55) 16,6 











Durch die 40stiindige Dialyse wurde diesmal 98,25°/o 
der Trockensubstanz entfernt; die Enzyminaktivierung ist etwas 
weniger hervortretend als im vorigen Falle und die Verbes- 
serung der Aktivitit pro g Trockengewicht tiber 30 fach. 


Der nach der Dialyse in den Enzymlésungen verbleibende 
Rest der Trockensubstanz diirfte zum gréften Teil aus KiweiB- 
stoffen bestehen — die 40 Stunden dialysierte Lésung zeigte eine 
deutliche Hitzekoagulation —, méglicherweise sind auch durch 
das Enzym nicht spaltbare héhere Kohlenhydrate vorhanden. 
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Die Ursache der Schwiichung des Enzyms wihrend der 
Dialyse beruht nicht — wie nach unseren gegenwirtigen Kennt- 
nissen tiber die Wirkungsbedingungen der Speicheldiastase von 
vornherein méglich erscheint') — auf einer Entfernung an- 
organischer Ionen (gepriift wurden Phosphat, Chlorid, Nitrat, 
Sulfat, Natrium, Kalium, vgl. weiter unten). 

Die Amylaselésungen wurden in Gegenwart von Toluol 
dargestellt und durch das gleiche Antiseptikum steril gehalten: 
die Schidigung des Enzyms durch Toluol kann nur minimal 
sein. Die Stabilitéit der gelésten Amylase ist bei Zimmer- 
temperatur zwar nicht so grof} wie die der gelésten Saccharase, 
immerhin sind die mit Toluol steril gehaltenen Liésungen 
mehrere Wochen lang brauchbar. Durch zweiwéchentliches 
Aufbewahren der dialysierten Lisung bei Zimmertemperatur 
ist ihre Verzuckerungsfahigkeit von 11,7 auf 10,7 zuriick- 
gegangen (vgl. Beil. 16; k nimmt ab von 0,024 bis 0,022). 


B. Das angewandte Substrat. 


Bereits auf 8. 195 ist betont worden, dafi die ,lésliche 
Starke‘ kein eindeutig definiertes Substrat darstellt. Es ist 
zwar noch nicht sicher, aber, besonders durch die Unter- 
suchungen von Samec und seinen Mitarbeitern, sehr wahr- 
scheinlich, dali die zwei Bestandteile, welche die Stirke 
enthilt, sich durch ihre chemische Zusammensetzung unter- 
scheiden. Zweitens hingt noch die Angreifbarkeit der lés- 
lichen Stirke von ihrem Molekularzustand’), also ihrem 
Dispersititsgrad und ihrem Hydratationsgrad ab. Es scheint 
im Bereich der Méglichkeit zu liegen, reine (amylopektinfreie) 
Amylose darzustellen, und wenn dieses gelungen ist, wird man 
Wirksamkeitsbestimmungen auf dieses Substrat zu beziehen 
haben. Um auch unsere hier mitgeteilten vorliufigen Mes- 
sungen dann umrechnen zu kénnen, haben wir versucht, unser 
Praparat zu charakterisieren, unabhiingig von seinem Ver- 
halten zur Amylase. Nach den von Herrn Myrback aus- 


1) Michaelis u. Pechstein, Biochem. Zeitschr. Bd.59, S.77 (1914). 
2) Siehe auch Lindner, Zeitschr. ges. Brauw. 1909, 8S. 635 und 
Sallinger, Diss., Miinchen 1919. 
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gefiihrten Versuchen eignet sich hierzu am besten die Be- 
stimmung der maximalen, von einer gewissen Menge Stiarke- 
priparat aufgenommenen Jodmenge. Indem wir auf die dies- 
beziigliche Mitteilung verweisen, kénnen wir uns hier darauf 
beschrinken, anzugeben, daf} von unserer zu den meisten 
Versuchen angewandten ldslichen Stirke 1 g aus annahernd 
gesittigter Jod-Benzollésung 18,5 °/, Jod aufnimmt’), und 
zwar nach 45 Minuten langem Erhitzen auf 100°. 

Kine in gleicher Weise durch Erhitzen vorbehandelte 
Lésung von 1,10°/o dieser léslichen Stirke in destilliertem 
Wasser zeigt bei 18° eine relative Viskositét von 1,10. 


Uber die relative Angreifbarkeit der beiden Stirke- 
priparate und den Einfluf} des Erhitzens siehe 8. 221. 


C. Der zeitliche Verlauf der Verzuckerung und seine Ab- 
hangigkeit von Enzym- und Substratkonzentrationen. 


1. Methodisches. 


Ks wurde mit folgenden Volumverhiltnissen gearbeitet: 
25 ccm (meist 2°/,ige) Stirkelisung 
10 ccm Phosphatgemisch (0,29 mol. Kaliumphosphat vom Mi- 
schungsverhaltnis 0.5; py = 5,6, Optimum) 
1 ccm Enzymlésung 





36 ccm. 


Die Versuche wurden in 100 ccm-Erlenmeyerkolben 
ausgefiihrt, die im Wasserbade auf konstanter Temperatur 
gehalten wurden. Das Enzym wurde erst zugesetzt, wenn 
das Stiirke-Phosphatgemisch die richtige Temperatur ange- 
nommen hatte. In Zeitintervallen, die mit einem Chronoskop 
gemessen wurden, geschah die Entnahme von Proben zu je 
10 ccm Flissigkeit; sie wurden in 10 cem 5°/oige Sodalésung 
einpipettiert, wodurch die Reaktion vollstindig gehemmt wird. 


1, Um eine Vorstellung davon zu geben, wie stark sich verschiedene 
Priparate ,lisliche Starke‘ in dieser Hinsicht voneinander unterscheiden, 
mag hier angegeben werden, daf andere nach verschiedenen Vorschriften 
aus Kartoffelsiirke dargestellte ,lisliche Stirken* per g weniger als */, 
des oben erwihnten Priparates aus Benzollésung binden. 
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Die einzelnen Proben wurden dann nach Bertrands Methode 
analysiert. 

Die Versuche wurden, wo nichts anderes angegeben ist, 
bei 37° ausgefiihrt. 


2. Vorversuche. 


Einflu8B verschiedener Knzymmengen bei 37°. 


Zuerst wurden zwei Versuche bei 37° ausgefiihrt mit den 
Enzymmengen 1 bzw. 2 ccm in 72 ccm Reaktionsgemisch 
(siehe Beil. 1 und 2). Die Resultate dieser Versuche (vgl. 
die Fig. 1 und 2) kénnen folgendermafien zusammengefaft 
werden: 

I. Das erste Stadium der Verzuckerung ist eine beinahe 
monomolekulir verlaufende Reaktion, wobei (bei dem vor- 
liegenden Stirkematerial) aus 1 g Stiirke, unabhingig von der 
Enzymmenge, angenihert 750 mg Maltose entsteht. 

II. Die Keaktionskonstante (die Verzuckerungsgeschwin- 
digkeit) ist der Enzymkonzentration angeniihert proportional. 
































































































































900 god, 

Too 7 700 I 
. 4) ao i\¥) ae - 
8 2) 
y 509 8 500 
x ) | 8 F 
& 3¢01_L t 300 f 
€ ig D 

ee 
100 100 
| 
% 8 12 16 20 “uO 2 * 6 8°70 20 
Zeit ZeLt a 
Fig. 1. Fig. 2. 


(Die beobachteten Zuckermengen sind durch X, die aus 
den Reaktionskonstanten 0,044 bzw. 0,078 berechneten durch o 
in den Figuren eingetragen.) 


Verzuckerung bei 52°. 


Es wurde in zwei Versuchen bei 52° untersucht, ob die 
bei 37° gefundene Spaltungsgrenze (75°/o) von der Temperatur 
abhinet. 
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Daf dies nicht der Fall ist, geht aus den Versuchen 
(Beil. 3 und 4) sowie aus der hier mitgeteilten Spaltungs- 
kurve Fig. 3 hervor, wo die beobachteten Punkte durch o 
(Beil. 3) und X (Beil. 4) dargestellt werden. 
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Verzuckerung mit Speicheldiastase. 


Dieser Versuch wurde ausgefiihrt genau wie die vorigen, 
jedoch bei p,, 6,1 (Optimum der Phosphat-Diastase nach 
Michaelis). Versuchstemperatur 37°. Als Enzym dienten 
2 ccm Speichel, welcher vollstandig zuckerfrei war. Die 
Spaltungskurve ist in Fig. 4 dargestellt. 
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Fig. 4. 


Aus der Figur wie aus der Ubereinstimmung der Kon- 
stanten (Beil. 5) ist ersichtlich, dab die monomolekular ge- 
bildete Maltosemenge von dem Ursprung des Enzyms fast 
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unabhingig, und also eher als eine ,Substratkonstante* auf- 
zufassen ist. 


Untersuchung der , Nachverzuckerung‘. 


In einem besonderen Versuch wurde untersucht, ob die 
Verzuckerung bei der oben gefundenen und wiedergefundenen 
Ausbeute (75°/o) tiiberhaupt stehen bleibt oder ob sie langsam 
bis zur vollstiindigen Maltosebildung fortschreitet. Nach 3 Tagen 
wurde dabei (Beil. 6) eine Ausbeute von 886 mg Maltose fest- 
gestellt. Dies entspricht einer Verzuckerungsgeschwindigkeit 
der 31°/o in den ersten Ausbeuten nicht wiedergefundenen 
Starke von rund 1: 1000 derjenigen Reaktionskonstante, wo- 
mit die ersten 69°/o verzuckert werden ')?). 


Kinflu8 des Alterns der Stirkelisungen auf die Verzuckerungs- 

geschwindigkeit. 

Die in der vorliegenden Arbeit angewandten Starkelésungen 
wurden immer kurz vor dem Bedarf bereitet, aufgekocht und 
zur Versuchstemperatur (37°) gekiihlt. Es wurde aber beson- 
ders festgestellt, dafj ein ,Altern* der Staérkelésung wahrend 
der Versuche, etwa durch Anderung der Dispersitiitsgrade, 
keinen Kinfluf auf die Reaktionsgeschwindigkeit hat. 


Versuchsreihe 1: Vorbehandlung bei 37°. 


Ehe die Stirkelisung angewandt wurde, wurde sie 
wihrend 5 Stunden durch Phosphatzusatz (25 cem 2 %/oige 
Stirkelésung, 1 cem 0,29 mol. Phosphat) bei den folgenden 
Acidititen , vorbehandelt‘. 


Pu: 4,3 6,3 6,7 4,2 8,6. 


Sodann wurde die Lésung durch weiteren Phosphatzusatz 
auf die optimale Aciditaét der Verzuckerung gebracht und 


') Bei der Berechnung ist zu beriicksichtigen, daB bei der Hydro- 
lyse der Starke theoretisch aus 1 g C,H,,0,; 1,09 g C,,H,,0,, entsteht, 
75°/, Maltose also 69°/, verzuckerter Starke entspricht. 

*) Nach 4tigiger Verzuckerung wurde im Reaktionsgemisch nach 
Glukose — mit negativem Ergebnis — gesucht. 
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simtliche Proben durch dieselbe Enzymmenge bei 37° ver- 
zuckert. Die Resultate waren wie folgt: 


Blindprobe, unmittelbar nach Vorbehandlung bei px 
Herstellung verzuckert 4,3 6,3 6,7 7,2 8,6 
k: 0,078 0,075 0,075 0,079 0,077 0,078 


Versuchsreihe II: Vorbehandlung bei 18°. 


Die vorherige Versuchsreihe wurde bei Zimmertemperatur 
reproduziert. Die Verzuckerung (durch 1 cem dialysierte Lé- 
sung 1) wurde wie im vorigen Falle bei 37° und optimaler 
Aciditit ausgefiihrt. 


Vorbehandlung bei py 
Blind probe 4.3 6,7 8,6 
k: 0,023 0,028 0,023 0,024 


Versuchsreihe III. 


Kine Stirkelésung (2°/o Trockensubstanz) wurde bei 18° 
stehen gelassen und von Tag zu Tag untersucht: 


Unmittelbar nach 4 24 48 96 
der Herstellung Stunden Stunden Stunden Stunden 
k: 0,024 0,023 0,022 0,021 0,020 


Es tritt also nur in der letzten Versuchsreihe bei den lan- 
geren Versuchszeiten eine schwache Alterungserscheinung ein. 


3. Feststellung der Wirkungsbedingungen unserer 
Malzamylase. 
A. Verzuckerungsgeschwindigkeit bei verschiedenen Enzym- 
konzentrationen. 

Unter C, war festgestellt worden, dafi eine Verdoppelung 
der Enzymmenge beinahe eine Verdoppelung der Zuckerbil- 
dungsgeschwindigkeit bewirkt. Da eine genauere Kenntnis 
der Abhiingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der En- 
zymmenge fiir die Definition der letzteren erforderlich ist, 
wurde diese Abhangigkeit durch Variation der Enzymmenge 
im Verhaltnis 1:20 untersucht. 

Es wurden bei den folgenden Enzymmengen die entspre- 
chenden Reaktionskenstanten gefunden (Temperatur 37°): 
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Nr. der | k: Enzym- 
k , 

Beilage menge 
2 ccm dialysierte Lisung 1 0,045 7 0,0225 
1 ccm P ae 0,022 8 0,022 
0,5 ecm | eee 0,011 y 0,022 
0.2 cem r I 0,0040 10 0,020 
0.1 cem i l 0,00164 11 0,0164 














Nur bei der Enzymmenge 0,1 cem fallt der Wert fir 


k: Enzymmenge aus der Reihe. 


Bei allen Knzymkonzentra- 


tionen, die eine Geschwindigkeitskonstante von mindestens 
0,0040 erzeugen, ist die studierte Abhingigkeit linear. 


B. Verzuckerungsgeschwindigkeit bei verschiedenen Substrat- 


konzentrationen. 


Ks wurden Versuche mit 4°/oiger, 2°/oiger und 1 °/oiger 
Stirkelésung ausgefiihrt. 


Die Versuchslésungen enthielten: 





a b c 
25 com 4°/,ige Stiirke-|25 ccm 2°/,ige Starke-}|25 com 1°/,ige Stirke- 
lésung lésung lésung 
10 ccm Phosphatgemisch | 10cem Phosphatgemisch | 10 ccm Phosphatgemisch 
(Pu 3,6) (Pu 9,5) (Pu 9,6) 












lecm dialysierte En- 
zymlésung | 


lcem dialysierte En- 
zyinljsung | 


1 ccm dialysierte En- 
zymlisung 1 
36 com 


36 ccm 36 ccm 








Die Resultate werden in der Tabelle zusammengestellt: 








k Nr. der k - Substratmenge 
3eilage | (b= Normalbedingung) 
a 0,0115 12 0,023 
b 0,022 8 0,022 
€ 0,044 13 0,022 











Wie bei der Rohrzuckerinversion treten also auch hier 
durchaus lineare Beziehungen zwischen Substratmenge und 
Spaltungsgeschwindigkeit auf. Wie aus den Beilagen ersicht- 


lich, ist aber die verdiinnteste Stiarkelésung deshalb fiir ver- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 15 
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gleichende Arbeiten ungeeignet, weil der monomolekulare Reak- 
tionsverlauf hier stark modifiziert wird (vgl. Anhang, 8. 215 ff.). 


C. Einflu§ des Phosphats auf die Verzuckerungsgeschwindigkeit. 


Da bei allen Versuchen in dieser Arbeit mit Phosphat- 
gemischen als Puffer gearbeitet wurde, mubte eine etwaige 
Kinwirkung derselben auf die Reaktionsgeschwindigkeit — 
besonders mit Hinsicht auf die Definition der enzymatischen 
Aktivitaét der Priparate — ermittelt werden. Es wurden die 
folgenden drei Versuche gleichzeitig ausgefiihrt: 





a b c 
45 ccm 2°/,ige Stiirke- | 25 ccm Starkelésung 25 ccm Stirkelésung 
lésung 
10 ccm 0,29 mol. Phos- 5 ccm Phosphat 2 ccm Phosphat 
phat (py 95,6) 
5 ccm dest. Wasser 8 ccm dest. Wasser 
_l ccm Lisung | 1 ccm Lésung 1 _1 ccm Lésung 1 
36 ccm 36 ccm 36 ccm 








Die Resultate waren wie folgt: 

















Nr. der Phosphat- k 
Beilage konzentraticn 
a 18 1: 12,5 mol. 0,077 
b 19 1:25 mol. 0,080 
20 1 : 72,5 mol. 0,075 


Die Verschiedenheiten der drei Proben liegen also inner- 
halb der Grenzen der zufialligen Variationen. 


D. Einfiu8 von NaCl auf die Verzuckerungsgeschwindigkeit. 


Es wurde untersucht, ob die Malzamylase durch Zusatz 
gréBerer Mengen NaCl aktiviert werden kénne. 














a b c 
25 com 2°/,ige Stirke- | 25 ccm Stirkelisung 25 ccm Starkelésung’ 
lésung 
10 ccm Phosphatlésung | 10 ccm Phosphatlésung |10 ccm Phosphatlésung 
1 ccm Lésung 1 1 cem Lésung 1 1 ccm Lésung 1 
a 0,5 g NaCl _1g NaCl 
36 ccm 36 ccm 36 ccm 
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Nr. der Zugesetzte k 
Beilage NaCl-Konz. 
a 21 0 0,080 
b 22 0,24 mol. 0,086 
¢ 25 0,47 mol. 0,089 
Die tatsichlich beobachtete Aktivatorwirkung ist also 


sehr klein. 


E. Einfluf anderer Anionen. 


Bei der im Kap. 2 beschriebenen weitgehenden Reinigung 
der Amylaselésung durch Dialyse trat eine wesentliche Schwia- 
chung des Enzyms ein. Daf dies nicht auf die Entfernung von 
Chlorid-, Sulfat- oder Nitrationen beruht, geht aus der fol- 
genden Versuchsreihe hervor. Da _ simtliche Versuche in 
Phosphatlisungen ausgefiihrt werden, sind die Phosphationen 
bereits als Erklirungsgrund ausgeschlossen. 

Die Versuche wurden mit demselben Reaktionsgemisch 
wie die vorigen ausgefiihrt. Temperatur 37°, Enzym: 1 ccm 
dialysierte Lésung 1. 





Nr. der 











Beilage . 
1g KCl 24 0,024 
1 g K,SO, 25 0,026 
1 g KNO, 26 0,022 
Ohne Zusatz 8 0,022 


F. Acidititsbedingungen. 


Dafi die Aciditét die Wirksamkeit der Amylase beein- 
fluft, ist von vielen Forschern beobachtet worden; man findet 
eine gute diesbeziigliche Literaturzusammenstellung bei Sher- 
man und Thomas’), welche sich selbst experimentell mit 
dieser Frage beschaftigt haben. 

Ks wurden bei Anwendung des Phosphatpuffers eine Reihe 
Versuche bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen 


1) Sherman and Thomas, Journ. Amer. Chem. Soc. Bd. 37, S. 623 
(1915). 
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ausgefiihrt. Aufier Sherman und Thomas hat auch Adler’) 
die Acidititsfunktion der Malzamylase gemessen. Das von 
Adler fir Malzdiastase gefundene Optimum lag bei p,, 4,7 
bis 5,15 (bei 20°). Wir haben unsere Versuche teils zur 
Kontrolle der friiheren ausgefiihrt, teils um denjenigen Kurven- 
ast aufzeichnen zu kénnen, welcher fiir jede Aciditat die relative 
Menge freien Enzyms darstellt, was nach dem vorigen Kapitel 
durch Beriicksichtigung der Reaktionskonstanten méglich ist. 


Die bei den verschiedenen Aciditiaten gefundenen Geschwin- 
digkeiten werden in der folgenden Tabelle zusammengefafit. 





























wrens . ’ Nr. der 
Pu k (k bei py °,6 Reliance 
gleich 100 gesetzt) ss 
Versuchsreihe I. 
5.2 0,064 94 27 
5,6 0,068 100 28 
6,0 0,062 91 29 
6,4 0,063 93 30 
6,3 0,056 RQ 31 
Versuchsreihe II. 
5,6 0,064 100 32 
6,8 0,058 91 33 
7,1 0,049 77 34 
7,3 0,043 67 35 
7,7 0,085 5d 36 
Versuchsreihe III. 
4,2 0,063 81 37 
3,0 0,078 100 38 
5,6 0,078 100 39 
8,0 0,025 32 40 
8,6 0,008 10 41 











Die Werte der relativen k sind in der Fig. 5 mit den 


entsprechenden p,,-Werten graphisch dargestellt worden. Die 
kleinen Vierecke sind die Dissoziationsreste, welche aus einer 
Dissoziationskonstante gleich 10-%> zu berechnen sind. (Siehe 


i 
fe 
e 
t 
ba 
3 





1) Adler, Biochem. Zeitschr. Bd. 77, S. 146 (1916). 
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untenstehende Tabelle.) In Fig. 6 ist die Dissoziationsrestkurve 
vezeichnet und die experimentellen Punkte markiert. 
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Relative Dissoziationsreste 
einer Siure von K = 10-7,75 


Dissoziations- 








Pu rest 
5 100 
5,0 99,4 
6 GX ,4 
6,5 94,9 
7 85 
7,5 64 
2 8 36 
« 8,5 15 
: 9 5,3 
: 9.5 1,75 
10 0,56 


e Die rechte Seite der Kurve ist also in diesem Falle besser 
a als bei der Speicheldiastase mit Michaelis’ Theorie verein- 
bar')*), nach welcher das Enzym bzw. die Verbindung Enzym- 
Substrat*) als amphoterer Elektrolyt die Aciditaétsbedingungen 
bestimmt. 





‘) Michaelis und Pechstein, Biochem. Zeitschr. Bd. 59, 8. 77 
(1914). 

*)*Michaelis, Biochem. Zeitschr. Bd. 17, S. 231 (1909). 

5) Michaelis und Rothstein, Biochem. Zeitschr. Bd. 110, S. 217 
(1920). 
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Was die Ergebnisse friiherer Autoren betrifft, so stiitzt 
sich der erste exakt angegebene p,-Wert, namlich der von 
Sérensen'’), auf Angaben Fernbachs. Sherman und 
Thomas, welche als Optimum der Verzuckerung py, = 4,2 bis 
4.6 angeben, haben allerdings einzelne Punkte elektrometrisch 
gemessen, eine p,-Kurve lat sich aber aus ihren Angaben 
nicht konstruieren. Adler findet bei 20° nach der kolorimetri- 
schen Methode von Sérensen einen Optimalwert p, = 4,9. 

Zuletzt wurde auch das Optimum der Amylasewirkung 
unter Verfolgung der Reaktion mit der Jodfirbung ausgefiihrt 
und eine Kurve der relativen Geschwindigkeiten in der Weise 
ermittelt, dal zu jedem untersuchten p,, die Zeit bestimmt 
wurde, welche notwendig war, um den Ubergang Blauviolett- 
Rotviolett in der Jodfarbung hervortreten zu lassen. Die 
Versuchstemperatur war wie immer 37°, die Versuche wurden 
in genau derselben Weise wie bei der Bestimmung der Ver- 
zuckerung ausgefiihrt, nur mit dem Unterschied, dafi die aus 
den Versuchskolben herausgeholten Proben (je einen Tropfen 
mit einer und derselben Pipette) anstatt mit Sodalésung mit 
einer ganz verdiinnten Jodlésung (etwa 1: 200 normal) ver- 
mischt wurden. Die Reaktion wurde dadurch abgebrochen und 
die Farbenumschlige konnten gleichzeitig beurteilt werden. 

Die Resultate werden in der Tabelle summarisch zusammen- 
gefafit: 

















Zeit bei dem Relative 
ane Nr. de 
Pu Umschlag ee. Beilage 

Min. Werte 
Versuchsreihe I. 
4,2 14 100 42 
5.7 15 94 43 
6,8 20 7 44 
7,7 23 61 45 
8.6 “> 57 (<< 52) 46 
Versuchsreihe II. 
4,2 15 100 47 
5,2 151/, 97 48 
5,7 151/, 97 4Q 
7,1 24 63 50 
8,6 85 18 51 











1 Michaelis, Biochem. Zeitschr, Bd. 17, S. 231 (1909). 
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In Fig. 7 sind die relativen reziproken Werte der Zeit- 
bestimmungen zu einer Kurve vereinigt. Das Optimum ist, 
wie man sieht, nach der Woh! gemuthschen Methode fast 
iibereinstimmend mit dem Optimum der Verzuckerung. Még- 
licherweise ist das optimale Gebiet nach der sauren Seite 
hin etwas breiter, als was fiir die Verzuckerung aus der 
Fig. 5 hervorgeht. 
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Fig. 7. 


Wir kénnen in dieser Hinsicht die Ergebnisse von Adler 
bestatigen, welche ebenfalls fiir die Verzuckerung und die 
nach der Jodmethode gemessene Stiirkespaltung noch iiber- 
einstimmende Werte fanden, im Gegensatz zu Sherman und 
Thomas (I. ¢. 8. 634ff.). 

Fiir jede der beiden Methoden finden wir den Optimalwert 
der Aciditét bei rund p,, = 5. 


Anhang. 


Die Abhingigkeit der Gesamtreaktion (Verzuckerung) von den 
Teilreaktionen. 


Im vorhergehenden Abschnitt sind die Verzuckerungs- 
geschwindigkeiten durch Reaktionskoeffizienten erster Ordnung 
ausgedriickt worden. Da die theoretische Voraussetzung hier- 
fiir nicht ohne weiteres gegeben erscheint, ja im strengen 
Sinn sicher nicht zutrifft, so bedarf das angewandte Berech- 
nungsverfahren einer Erérterung. 
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Fassen wir die Stirke als eine Kette von Maltoseresten 
auf, so stellt sich die Verzuckerung als eine _,stufenweise 
Reaktion“ dar, sei es, dafs man annimmt, daf} sich von der 
Reihe der aneinander geketteten Maltosereste der eine nach 
dem andern loslést, sei es, dafi man ein Schema wie das von 
Moreau gegebene zugrunde legt: 


Stirke 
| 


Achroodextrin Erythrodextrin Amylodextrin Zucker 


} 
} 


Zucker Erythrodextrin Achroodextrin' 


| 
Achroodextrin Zucker 


Zucker ne Riickstand 

In jedem Fall andert sich im Verlauf des Vorgangs das 

Substrat, indem das urspriingliche Substrat verbraucht wird, 

und neue, als Substrat fungierende Produkte entstehen. Das 

einfachste Schema eines derartigen komplexen Vorganges ist 
ABC > AB+C > A+B4C., 


Derartige Vorginge sind schon in griéferer Zahl unter- 
sucht worden, ihre allgemeine theoretische Behandlung, die 
man in den Kompendien der physikalischen Chemie findet'), 
kénnen wir hier tibergehen. Unter den alteren experimen- 
tellen Beitrigen zur Reaktionskinetik solcher stufenweiser 
Reaktionen kénnen hier diejenigen von Hjelt?) und von 
Knoblauch*) genannt werden, welche die stufenweise Ver- 
seifung der Ester mehrbasischer Séuren betreffen. Den bemer- 
kenswertesten rechnerischen Beitrag hierzu hat Walker‘) 
geliefert. Er zeigt, wie iibrigens leicht einzusehen ist, dati 
die Gesamtreaktion sich nur dann durch eine Reaktions- 
konstante erster Ordnung ausdriicken liBt, wenn die erste 
Teilreaktion sehr viel (mehr als 100mal) schneller verliuft 


) Siehe z. B. Ostwald, Allg. Chem. 2, 2, 278 (1896—1902). 

*) Hjelt, Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 29, S. 1864 (1896). 

3) Knoblauch, Zeitschr. f. physik. Chem. Bd. 26, S. 96 (1895). 
*) Walker, Proc. Roy. Soc. Edinburgh (1897/98), 22. 
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als die folgende'). Die Reaktion II bestimmt dann den zeit- 
lichen Verlauf des Gesamtvorganges. 

Der Umstand, dafi bei der enzymatischen Verzuckerung 
die Reaktionskoeffizienten erster Ordnung meist fallend ge- 
funden wurden®), hat mehrfach zu der Annahme Veranlassung 
gegeben, daf} der einleitende Teilvorgang, welcher das Aus- 
gangsmaterial spaltet, zur Bildung von Zwischenprodukten 
(Dextrinen) fiihrt, die einer langsameren Spaltung unterliegen. 
Kine derartige Annahme ist zuerst von Brown und Glen- 
dinning geprift worden (I. ¢. S. 392), indem sie mit der 
gleichen Enzymmenge die Verzuckerung eines Stirkepriparates, 
das sich in verschiedenen Stadien der Umwandlung befand, 
unter EKinhaltung analoger Verhiltnisse vergleichend unter- 
suchten. Das Resultat war negativ, insofern keine erheb- 
lichen Unterschiede in der Reaktionsgeschwindigkeit nach- 
gewiesen werden konnten. Auch Henri van Laer (I. ¢.) 
hat ahnliche Versuche angestellt. 

Kinen nicht zu vernachlassigenden Kinfluf} auf den Ver- 
lauf der Spaltung iibt die Bindung des Enzyms an die Maltose 
aus; die diesbeziiglichen Versuche von Wohl und Glimm’*) 
verdienen fortgesetzt und weiterbearbeitet zu werden. 

Kin naherer Einblick in den Mechanismus der Starkespal- 
tung, welchen sonst kinetische Messungen gestatten kénnten, 
wird dadurch erschwert, daf} noch keine fiir die Zwischen- 
produkte charakteristische Reaktion bekannt ist, womit ihre 

') Kin Niochemdsclios derartiger Fall, bei welchem sich beide Re- 
aktionen messen lassen, ist die Vergirung von Rohrzucker durch Hefe, 
wobei die Inversion des Rohrzuckers sehr viel schneller erfolgt als die 
Hexosenspaltung. Vgl. auch Euler, Ofvers. Svenska Vet. Akad. Forh. 
(1902) Nr. 4. 

*) Was die Abweichung des Verzuckerungsverlaufes von der Formel 
fiir monomolekulare Reaktionen sowie die Tatsache betrifft, daB die Ver- 
zuckerung zunichst nicht vollstaindig verliuft, so ist mehrfach erwogen 
worden, ob nicht die Umkehrbarkeit der Reaktion die Ursache ist, bzw. 
ob nicht die Reaktion bei ihrem natiirlichen Gleichgewicht Stirke ~~ ” 
Maltose zum Stillstand kommt. Dies ist bei so verdiinnten Stiekeleunsen, 
wie sie hier in Betracht kommen (2—38°/,), nicht der Fall, wie besonders 
aus den Versuchen von Wohl] und Glimm (Il. c.) hervorgeht. 

*) Wohl und Glimm, Biochem, Zeitschr. Bd. 27, S. 5349 (1910). 
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Konzentration im Verlauf der Gesamtreaktion festgestellt 
werden kénnte. LEinstweilen bietet die MolekulargréBe den 
einzigen Anhaltspunkt. Biltz') hat versucht, in dieser Weise 
die Bildung der Zwischenprodukte zu verfolgen; er maf} wiah- 
rend der enzymatischen Spaltung einer Starkelésung gleich- 
zeitig die Farbeniinderung nach Jodzusatz und die Anderung 
der Viskositit, welche nach Biltz und Truthe?*) in direkter 
Beziehung zum Molekulargewicht stehen soll. Biltz nimmt 
fiir die Amylodextrine ein Molekulargewicht von iiber 10000 
an, fiir die Erythrodextrine 6200—7000 und fiir die Achroo- 
dextrine etwa 3700. Er schliefit aus seinen Versuchen, dais 
die , Verzuckerungsgeschwindigkeit der Achroodextrine kleiner 
ist als die der Erythrodextrine, und diese wieder kleiner als 
die der Amylodextrine*. Die Natur der Sache bringt es mit 
sich, daf} diesen Schliissen erhebliche Unsicherheiten anhaften. 

Mit einiger Sicherheit lat sich einstweilen nur der Ver- 
lauf der Gesamtreaktion, d. h. der Maltosebildung, mit dem 
Verschwinden des durch Jod blau gefarbten Ausgangsmaterials 
und der niichsten Abbauprodukte vergleichen. 

In einigen Versuchen haben wir feststellen wollen, ob das 
erste Stadium der Reaktion das Endresultat beeinflussen kann, 
oder ob die Starke so schnell verbraucht wird, dafi diese ein- 
leitende Reaktion — wie bei der Vergirung des Rohrzuckers 
durch Hefe — auf die Bildungsgeschwindigkeit des Endpro- 
duktes ohne HKinfluf} ist. Es wird der folgende Auszug hier 
mitgeteilt (Beil. 52): 














Minuten | Jodfarbung | mg Maltose 
10 blau 118 
15 blauviolett — 
18 blauviolett == 
21 rotviolett 210 
24 rotgelb — 
27 gelbrot — 
30 gelb 279 
60 farblos 286 


1) Biltz, Chem. Ber. Bd. 46, S. 1532 (1915) 
*) Biltz und Truthe, Chem. Ber. Bd. 46, 8. 1377 (1913). 
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Das Verschwinden der Starkereaktion (und der Amylo- 
dextrinreaktion) tritt also erst ein, nachdem etwa 75°/, der 
schlieflich entstehenden Maltose gebildet sind. Dies lift die 
Annahme zu, dafi die ersten Teilreaktionen des Stirkeabbaues 
mit Geschwindigkeiten verlaufen, die sich wenig von denen 
der folgenden Reaktionen unterscheiden, wenn man von der 
langsamen _ , Nachverzuckerung* absieht (vgl. S. 207). 


lll. Definition der enzymatischen Wirksamkeit von Amylase- 
praparaten. 
A. Die neue Einheit der Verzuckerungsfihigkeit, Sf. 
Wir haben in friiheren Arbeiten die Wirkungsfihigkeit 
von Saccharasepriparaten (If) in folgender Weise ausgedriickt: 


a k- g Rohrzucker 
g Priparat 

Innerhalb geniigend weiter Grenzen der Substrat- und 
Enzymkonzentration lifit sich in dieser Weise die enzymatische 
Wirksamkeit festlegen'). Es ist leicht einzusehen, daf} es 
vorteilhaft wire, auch die Wirksamkeit von Praparaten an- 
derer Enzyme auf ein analoges, rationelles Mafi, statt auf 
willkiirlich gewahlte Einheiten zuriickzufiihren. Es wire dies 
wiinschenswert, nicht allein aus dem praktischen Gesichts- 
punkt, ein einheitliches Mafi fiir die Wirksamkeit in die En- 
zymologie einzufiihren, sondern besonders deswegen, weil der 
Vergleich der fiir jedes Enzym so gemessenen rationellen 
Mafjeinheiten einen Einblick in die relative Reaktionsfahigkeit 
der einzelnen Enzyme und Substrate zu eréffnen verspricht. 

Aus dem Zahlenmaterial des vorigen Kapitels geht nun 
hervor, innerhalb welcher Grenzen man die Wirksamkeit von 
Amylasepriiparaten in derselben Weise bestimmen kann, wie 
dies bei Saccharasepraparaten geschehen ist, namlich durch 
eine Konstante, welche den Trockensubstanzgehalt der Enzym- 
lésung (bzw. des Priparates), die verzuckerungsfahige Sub- 
stratmenge und die Reaktionsgeschwindigkeit k bei definierter 
Temperatur und Aciditiét der Lésung enthalt. 


1) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 201 (1919). 
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Bezeichnen wir mit k die monomolekulare Verzuckerungs- 
konstante, mit ,g Maltose“ die Anzahl g Maltose, welche bei 
der durch k gemessenen Reaktion gewonnen werden kann, 
und mit g Praparat die Menge Enzympraparat, welche im 
Gesamtvolum der Reaktionsfliissigkeit gelést wurde, so er- 
halten wir folgenden Ausdruck fiir die Wirkungsfihigkeit 
eines Diastasepraiparates hinsichtlich der Maltosebildung Ver- 
k - g Maltose 

g Priparat 

Die Genauigkeit und Brauchbarkeit dieser Definition des 
Amylasegehaltes geht hervor aus der Konstanz der in der 
letzten Spalte der folgenden Tabelle angegebenen Werte Sf, 
welche aus den an der dialysierten Lésung | bei den ver- 
schiedenen Versuchen (vgl. Kap. IJ) gewonnen worden sind; 
simtliche Werte gelten fiir die Temperatur 37° und fiir py- 
Optimum. 


zuckerungsfihigkeit pro g Trockengewicht, Sf = 








Trocken- 7 
ey g Stirke |g Maltose ne. dee der ths 7 Sf 
winds Enzymlésung}] “!'*€ 
14—15} = 0,5 0,375 1 0,00077 0,024 11,7 
7 0,5 0,376 2 0,00154 0,045 10,9 
8 0,5 0,375 ] 0,00077 0,022 10,7 
9 0,5 0,375 0,5 0,000385 0,011 10,7 
10 0,5 0,375 0,2 0,000154 0,0040 9,75 
12 1,0 0,75 1 0,00077 0,0115 11,2 
15 0,25 0,1875 1 0,00077 0,044 10,7 




















Der Mittelwert von Sf betrigt 10,8 fiir das vorliegende 
Praiparat, der mittlere Fehler in einer Bestimmung ist 0,7, 
also 6°/, vom Totalwert. 

Der so gewonnene Zahlenwert fiir Sf ist — solange das 
Substrat nicht genauer definiert und die Grenze der mono- 
molekularen Verzuckerung nur empirisch festgestellt ist — 
ein vorliufiger. Er wird sich jedoch bei spaiter gewonnener 
genauerer Kenntnis tiber die Amylose und ihre Spaltung ohne 
Schwierigkeiten umrechnen lassen. 

Mit der Konstanten k geht natiirlich die Spaltbarkeit 
der angewandten Stirke in den Wert Sf ein. Diese Spalt- 
barkeit ist, wie schon eingangs (S. 195) erwahnt, nicht fiir 
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alle Starkepriparate, soweit sie sich bis jetzt definieren lassen, 
gleich. Von zwei in dieser Hinsicht gepriiften Stirkepripa- 
raten gab eine kiufliche ,lésliche Starke‘ eine Reaktions- 
konstante, welche 87°/, von derjenigen betrug, welche bei 
den auf 8. 220 zusammengestellten Versuchen zur Anwendung 
gekommen war. 

Kine Starke, welche bereitet worden war, indem Kar- 
toffelstirke im Autoklaven 2 Stunden bei 120° in 3°/,iger 
Lésung erhitzt wurde, wurde mit einer 10°/, geringeren Ge- 
schwindigkeit gespalten als unser Substratpraparat L 1 (vgl. 
Beil. 16 und 17). 

Der Bereich, in welchem die Wirkungsfahigkeit eines 
Amylasepriparates durch den Wert Sf genau ausgedriickt 
wird, liegt zunachst zwischen den Substratkonzentrationen 
0,25 und 1,0 g Stirke pro 36 ccm, also zwischen Stiarke- 
konzentrationen 0,72 und 2,8°/, und zwischen Enzymkonzen- 
trationen, welche bei 37°, optimaler Aciditaét und Anwesenheit 
eines geeigneten Neutralsalzes die Reaktionskonstanten 0,004 
bis 0,08 ergeben (vgl. Beil. 1 und 2); die Konzentration des 
(Phosphat-)Puffers ist in einem grofien Gebiet ohne Einflub 
(vgl. S. 210). 


B. Die alteren Einheiten der Wirkungsfihigkeit von Amylase- 
priparaten und ihre Umrechnung auf Sf. 


Die alteste unter den jetzt noch gebrauchlichen Einheiten 
der Wirkungsfihigkeit bzw. der ,diastatischen Kraft* eines 
amylasehaltigen Stoffes stammt von Lintner. 

1. Nach Lintner’) wird ,,das Fermentativvermégen einer 
gefallten Diastase gleich 100 gesetzt, wenn von einer Lésung, 
enthaltend 0,1 g Diastase in 250 ccm Wasser, 0,3 cem (also 
0,12 mg Diastase) ausreichend waren, in 10 cem einer 2 °/oigen 
Stirkelésung bei gewéhnlicher Temperatur und bei 1 Stunde 
Einwirkungsdauer so viel Zucker zu produzieren, um 5 ccm 
Fehlingsche Lésung zu reduzieren‘. 

Nimmt man an, dafi 5 cem Fehlingsche Lésung 0,3682 g 


1) Lintner, Journ. f. prakt. Chem. Bd. 34, S. 383 (1886). 
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Maltose entsprechen (vgl. Wirth, Dissertation loc. cit.), so 
kann man k aus folgender Uberschlagsrechnung ermitteln: 

















Minuten x a—x k 
60 36,82 113,18 | 0,00205 
150 150 -- _- 


0,00205 - 0,150 Ps ae 
“9.00012 = 295. 


1000 Lintner-KEinheiten F entsprechen also rund 26 Sf. 


Hieraus berechnet man Sf = 


2. Osborne’) gibt die Wirksamkeit seiner sorgfiltig 
dargestellten und untersuchten Praparate in Lintner-Ein- 
heiten an. Sein wirksamstes Praparat entspricht nach Sher- 
man 600 Lintner-Einheiten oder umgerechnet 15 Sf. 


3. Effront*), dem man sehr eingehende Versuche iiber 
die Wirkung der Amylase verdankt, hat ebenfalls Vorscblige 
beziiglich der Bestimmung der Wirkungsfahigkeit von Malz- 
infusen und von Malz gemacht. Er griindet dieselben auf die 
unter gewissen Bedingungen eintretende Verzuckerung bei 60°. 
Fir die hier beriicksichtigten Zwecke diirfte sich ein solches 
Verfahren nicht eignen, da bei 60° das Enzym nicht mehr 
geniigend stabil ist. Wir beschrianken uns deshalb darauf, auf 
das bekannte Lehrbuch dieses Autors zu verweisen”). 


4, Frl. Philoche’) hat in ihrer sehr ausfiihrlichen Unter- 
suchung iiber die Wirkungsweise von Amylasen ein Priparat 
angewandt, dessen Wirksamkeit sich aus ihren Angaben in 
unserer Einheit berechnen lift. Ihre Versuche beziehen sich 
auf 31,5°. Als Enzympriparat ist ,,diastase absolue Merck“ 
verwendet. Aus ihren sehr zahlreichen Versuchsserien haben 
uns die folgenden zwei (loc. cit. S. 275) zur Umrechnung 
gedient. Verdiinnung des Enzympriparates 1:50000, also 
0,002 : 100. 


‘) Osborne, Journ. Amer. Chem. Soc. Bd. 17, S. 598 (1895). 
*) Effront, Die Diastasen, Deutsche Ausg. 1900, S. 212. 
°) Philoche, Journ. de Chim. Phys. Bd. 6, 8. 275 (1908). 
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2°/,ige Starkelésung 1.5°/,ige Stirkelésung 


Minuten |g Maltose | a—x/ k-10* | Minuten | g Maltose | a — x | k - 10* 


| | | 
41 | 0,26 | 1,24! 20 | of | 092 25 








7% | 040 | 1,10! 18 68 | 0,33 | 0,80} 20 
110 | 050 | 100) 16 105042 | (0,71 | 19 
166 | 066 0,84 15 150 | 0,57 | 0,56} 20 
~ | 1,50 9° 1,13 | | 

17 | | 21 





‘ 


Es ergibt sich also, wenn man fiir k den Mittelwert 
19.10% und fiir g Maltose den Mittelwert 1,32 einsetzt, 
ate 0,0019 - 1,32 
oe 

5. Eine Reihe sehr griindlicher und bemerkenswerter Ar- 
beiten iiber Amylasen verdankt man Sherman und seinen 
Mitarbeitern, Kendall, Clark und Schlesinger’)?’). Sher- 
man hat in diesen Arbeiten eine neue Skala eingefiihrt und 
angewandat. 

Was die Ausfiihrung der Bestimmung betrifft, so arbeitet 
er mit 2 g Starke und schlagt vor, immer bei 40° und 30 Mi- 
nuten Jang zu verzuckern. 

Aus den Zahlen der Tabelle (loc. cit. S. 1084) ergibt 
sich folgende Umrechnung (vorausgesetzt 0,0312 g Enzym) *): 


: BS. 





Cu, O Cu | mg Maltose K ,new scale“ 





30 26,8 24,2 9,1 — 
60 09,0 48,6 18,4 — 
100 89,4 82,0 31,2 1000 
200 |178,0 — 64,3 — 
300 | 268 — 100,0 —_ 














1) Sherman, Kendall und Clark, Journ. Amer, Chem. Soc. Bd. 32, 
S. 1073 (1910). 

*) Sherman und Schlesinger, Journ. Amer. Chem. Soc. Bd. 37, 
S. 646 (1915). 

5) Aus den K-Werten der Tabelle werden die ,new scale*-Einheiten 
darch Division mit der Enzymmenge erhalten. 
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Minuten | mg Maltose | a — x k 
30 82 1418 | 0,00080 
— 1500 — — 
~ a - tS  , 
= ae 


1000 EHinheiten ,new scale“ entsprechen also 
einem Wert Sf = 38,5. 

In diesem Zusammenhang mag erwihnt werden, dali Sher- 
man und Schlesinger ein hochaktives Amylasepriparat darge- 
stellt haben, dessen Wirksamkeit sie zu 1500 Kinheiten der new 
scale“ angeben. Dieses Priparat hat also, in der hier vorgeschla- 
genen Einheit ausgedriickt, die Wirkungsfahigkeit Sf = 58. 

Es wiirde nun noch eriibrigen, die vorstehenden Angaben 
auf eine einheitliche Temperatur zu reduzieren. 

Die bis jetzt vorliegenden Messungen der Temperatur- 
koeffizienten scheinen hierzu indessen noch nicht vollkommen 
ausreichend zu sein, um so weniger, als nicht nur der Tem- 
kr + 1 

kr 
Arrheniusschen Temperaturformel 
A: (Ty nee T,) 


ee aR 


peraturkoeffizient . sondern auch der Koeffizient A der 


kr, = kr,-e 
mit steigender Temperatur stark abnimmt. 
Dies geht schon aus alteren Bestimmungen von Miiller- 
Thurgau hervor. 
Fiir das Intervall 20—30° legen anscheinend zuverlassige 
Angaben von Vernon vor, nach welchen kt + 10 : kt = 2 ist. 
Henri van Laer fand folgende Quotienten: 


k, 5 . k 
= 2S > = 1,4. 
ko, ai k,, 


Fiir die Reduktion schlagen wir einstweilen folgende 


Faktoren vor: 
ky: ky = 20 &, 2, = 12. 


Normaltemperatur: Die von uns gewihlte Tempe- 
ratur 37° kann als die physiologische Normaltemperatur an- 
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gesehen werden, und empfiehlt sich also zuniachst fiir die 
Untersuchung der Enzyme der héheren Tiere. Auch fiir die 
Angabe der Wirksamkeit pflanzlicher Amylasen erscheint sie 
recht geeignet, da sie nicht weit unter derjenigen Temperatur 
liegt, bei welcher die Amylase gewohnlich zur Wirkung ge- 
bracht wird, und anderseits bei dieser Temperatur innerhalb 
der gebrauchlichen Versuchszeiten noch nicht zerstért wird. 

Auf die iibrigen normalen Wirkungsbedingungen ist be- 
reits §.221 aufmerksam gemacht worden; wenn zur Herstellung 
der optimalen Aciditaét mit Phosphat gepuffert wird, so findet 
ein erheblicherer Kinflufi des Neutralsalzes nicht mehr statt. 

Dagegen ist zu bemerken, da beim Vergleich der Wirk- 
samkeit von Amylasepraparaten bisher von der Mitwirkung 
von spezifischen Aktivatoren abgesehen worden ist. Es bleibt 
also einstweilen offen, in welcher Weise eine solche Beein- 
flussung von Sf in Rechnung gezogen werden mufi. 


IV. Zusammenfassung. 


Zur Angabe der Verzuckerungsfabigkeit Sf von Amylase- 
praparaten wird auf Grund eigener Versuche folgende Kinheit 
vorgeschlagen, welche der friiher fiir Saccharase eingefiihrten 
analog ist: k - g Maltose 

ies g Priparat 

Hier bedeutet k den Mittelwert des Reaktionskoeffizienten 
der monomolekularen Reaktion, nach welcher sich der erste, 
gréBte Teil der Verzuckerung vollzieht, g Maltose die Anzahl 
g Maltose, welche durch diese Reaktion in maximo gebildet 
werden kénnen. 

Es wird vorgeschlagen, den Reaktionskoeffizienten bei 37 ° 
und beim Optimum der Aciditaét zu messen, mit léslicher, vorher 
gekochter, nach Lintner bereiteter Starke von Konzentrationen 
0,72—2,8 %o und mit Enzymkonzentrationen, welche unter diesen 
Bedingungen Reaktionskoeffizienten zwischen 0,004—0,08 er- 
geben. 

Das Optimum der Aciditaét der Malzamylase wird durch eine 
Kurve (Fig. 5, S. 213—215) festgelegt; es liegt bei py = 5. 








Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXII. 16 
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V. Beilagen. 
Nr. der Gebildete k 
Bei- Minuten Maltose Om. Bemerkungen 
lage mg °F ax 
l 4 218 0,037 1 g Stirke 
8 373 0,037 1 ccm Lésung 1 
12 504 0,040 (72 com) 
16 614 0,047 
20) 658 0,046 Mittel: 0,044 
40 714 
a, extrapoi. 750 
2 2 194 0,065 1 g Starke 
4 551 0,069 2 ccm Lésung 1 
6 505 0,077 (72 ccm) 
8 619 0,095 
10 658 0,091 
20 723 0,072 Mittel: 0,078 
a 700 
3 1 96 0,059 1 g Starke 
2 170 0,056 1 ccm Lésung 1 
4 320 0,060 52° (72 ccm) 
6 424 0,060 
15 670 0,065 Mittel: 0,060 
30 707 
45 739 
a 750 
4 ] 100 0,062 1 g Stirke 
2 183 0,060 1 ccm Lésung 1 
4 304 0,056 52° (72 ccm) 
6 442 0,064 
15 667 0,064 
30 734 0,056 | Mittel: 0,060 
45 739 
a 750 
5 5 286 0,043 1 g Stirke 
10 468 0.045 2 ccm Speichel 
15 5o2 0,041 (72 ccm) 
20) 590 0,037. | Mittel: 0,041 
30 643 
60 679 
90 717 
a 725 
6 1 Stunde 670 _- 1 g Starke 
2,5 Stunden 705 — 2 cem dialysierte Lésung | , 
24 ‘ 806 — (72 ccm) 
18 a 87] ~ 
72 i S86 — 
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Gebildete 





Bei- Minuten Maltose xd Bemerkungen 
lage mg °S 5x 
7 2,5 81,9 0,043 0,5 g Stirke 
5 149,5 0,044 2 ccm dialysierte Lisung 1 
10 251 0,048 
a BYES) 
S i) 75,2 0,019 0,5 g Starke 
10 149,5 0,022 1 ccm dialysierte Lésung 1 
20 247 0,023 
i) 10 81,9 0,011 0,5 g Stirke 
20 146,5 0,011 0,5 ccm dialysierte Liésung 1 
40) 244 0,011 
10 25 68,5 0,0035 0,5 g Starke 
50 138 0,0040 | 0,2 ccm dialysierte Lésung 1 
100 242 0,0045 
1] 50 58,5 0,00148 | 0,5 g Stirke 
100 119,5 0,00167 1 0,1 cem dialysierte Lésung 1 
200 210 0,00178 
12 5) x9 0,011 1 g Stirke 
10 — -— 1 ccm dialysierte Lésung | 
20 318 0,012 
a 750 
13 2,5 31,5 0,032 0,25 g Starke 
5 70 0,040 1 ccm dialysierte Lésung | 
10 128 0,050 
a ‘188 
14 D 86 0,023 0,5 g Starke 
7 103,5 0,020 1 ccm dialysierte Lisung 1 
15 10 161 0,024 
20 265 0,027 
30 318 0,027 Mittel: 0,024 
16 10 134 0,019 0,5 g Stirke 
20 243 0.023 1 ccm dialysierte Lésung 1 
30 301 0,023 Mittel: 0,022 
a 375 
17 10 116 0,016 0,5 g Stirke (Myrbick) 
20 230 0,021 1 ccm dialysierte Lésung 1 














0,022 








Mittel: 0,020 
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Nr. der Gebildete k 
Bei- Minuten Maltose 1 a Bemerkungen 
lage mg t Pax 
18 3 136 0,065 0,5 g Starke 
6 246 0,077 1 ccm Lésung 1 
9 316 0,089 10 ccm Phosphat 
a 375 
19 3 144 0,070 0,5 g Stirke 
6 252 0,081 1 ccm Lésung 1 
9 316 0,089 5 ecm Phosphat 
20 3 136 0,065 0,5 g Starke 
6 248 0,077 1 ccm Lésung 1 
9 309 0,084 2 ccm Phosphat 
21 3 146 0,071 0,5 g Starke 
6 264 0,088 1 ccm Lésung 1 
g 306 0,082 ohne NaCl 
22 3 146 0,071 0,5 g Starke 
6 272 0,093 1 ccm Lésung 1 
9 323 0,095 0,5 g NaCl 
23 3 164 0,083 0,5 g Starke 
6 278 0,098 1 ccm Lésung | 
9 312 0,086 1 g NaCl 
24 5 86 0,023 0,5 g Starke 
10 156,5 0,023 1 ccm dialysierte Lisung | 
20 258,5 0,025 1 g KCl 
25 5 90,8 0,024 0,5 g Stirke 
10 163,5 0,025 1 ccm dialysierte Lésung | 
20 274 0,028 1 g K,SO, 
26 5 74,5 0,019 0,5 g Starke 
10 150 0,022 1 ccm dialysierte Lésung 1 
20 254 0,025 1 g KNO, 
27 5 196 0,064 0,5 g Starke 
a 375 1 ccm Lésung 1 
Pu 9,2 
28 5 203 0,068 5,6 
29 2 192 0,062 6,0 
30 5 194 0,063 6,4 
31 5 178 0,056 6,8 
32 5 196 0,064 5,6 
a 375 




















Uber die Charakterisierung von Amylaselésungen. 
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Nr. der Beilage: 42 u. 43 
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Gebildete 

















Nr. der k 
Bei- Minuten Maltose 1, a Bemerkungen 
lage mg "Sea 
52 10 118 0,022 0.43 g Starke II 
20 210 0,027 1 ccm dialysierte Lésung 1 
30 279 
60 286 
a 295 (Sf = 9,4) 
53 2 247 0,09 1 g Stirke 
4 448 0,10 2 ccm Lésung 2 
6 626 0,13 (72 ccm) 
8 654 0,11 
a 750 
54 4 161 0,061 0,5 g Starke 
6 224 0,066 | ccm Lésung 2 
10 299 0,069 20 Stunden Dialyse 
a 375 
55 5 194 0,063 0,5 g Stirke 
10 294 0,067 1 ccm Lésung 2 
a 375 40 Stunden Dialyse 
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Uber das Kristallisationsvermégen hochmolekularer 
Verbindungen. 


Von 


R. 0. Herzog und K. Becker. 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Faserstoffchemie, Dahlem.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15, Dezember 1920.) 


Seit langem ist bekannt, daf} hochmolekulare organische 
Verbindungen in kristallisiertem Zustande in der Natur vor- 
kommen sowie im Laboratorium erhalten werden kénnen. Er- 
gebnisse der letzten Zeit machen wahrscheinlich, daB solche 
Faille minder selten sind, als bisher angenommen wurde, und 
dafS im Gegenteil die Zahl der amorphen Stoffe erheblich ge- 
ringer sein diirfte, als man vermutete. Die Ursache also, daf 
hochmolekulare Verbindungen nicht kristallisieren, kann nicht 
in der Gréfe des Molekiils liegen, wenn auch allgemein in 
einem groBen Molekiil weitgehend intramolekulare Absattigung 
vorhanden ist, wihrend das Kristallisationsvermégen der Nicht- 
sittigung entspricht’). E. Fischer?) hat in einer seiner letzten 
Arbeiten darauf hingewiesen, daf} die Proteine, Polysaccharide, 
Gerb- und Flechtenstoffe hiufig als Gemische einander chemisch 
nahestehender Stoffe anzusprechen sind. Auch bei der Synthese 
im Laboratorium besteht die Wahrscheinlichkeit, dafi mehrere 
Reaktionen nebeneinander verlaufen und zur Entstehung eines 


1) Dies ist ein anderer Ausdruck dafiir, dafi die Krifte, die die 
Kristallisation bewirken, mit den chemischen Affinititskriften identisch 
sind. Nernst, Gétt. Vortr. 1914; Pfeiffer, Zeitschr. f. anorg. Chem. 
Bd. 92, S. 376 (1915); Bd. 97, S. 161 (1916). — In den vorliegenden Mit- 
teilungen handelt es sich im allgemeinen nicht um lonengitter. 

*) E. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 52, S. 814 (1919). 
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Gemenges ahnlicher — homologer und isomerer — Verbindungen 
fiihren, und zwar um so mehr, je héher molekular und je 
komplizierter die Reaktionsprodukte sind. In dieser Kompli- 
ziertheit des Mediums, die mit chemischer Kompliziertheit 
naturgemif} verkniipft ist, liegen die Ursachen der Kri- 
stallisationshemmung bei hochmolekularen Verbindungen. 

Mit der Gréfie des Molekulargewichts wird der Einfluf, 
den einzelne Gruppen auf die Raumgitteranordnung ausiiben, 
geringer als bei niedrigmolekularen Stoffen. Es steigt weiter 
die Wahrscheinlichkeit der Isomorphie und somit die der 
Mischkristallbildung. Sind also hochmolekulare Stoffe kristalli- 
siert, so entsteht die Frage, ob es sich um definierte chemische 
Verbindungen oder um Mischkristalle handelt. Ein Problem 
dieser Art bilden die kristallisierten Proteine') und héchst- 
wahrscheinlich eine Reihe anderer Naturprodukte. 

Das Kristallisationsvermégen ist eine Funktion der Kri- 
stallisationsgeschwindigkeit, der Viskositat der fliis- 
sigen und der Oberflichenkrifte an der Grenzfliche der 
festen und fliissigen (bezw. festen unterkiihlten) Phase. 

Bei isomorphen Komponenten verlauft die Kristalli- 
sationsgeschwindigkeitskurve mit der Erstarrungskurve 
parallel, gleichgiiltig ob diese stetig ist oder ein Minimum be- 
sitzt*). Im ersteren Falle ist sie in Bezug auf die Komponenten 
annihernd additiv, dagegen ruft bei Nichtmischbarkeit schon 
ein geringer Zusatz eine starke Erniedrigung der Kristalli- 
sationsgeschwindigkeit mit einem Minimum hervor. Nach 
Marc’) ist dies auf Adsorption des Zusatzes an der QOber- 


') Cohnheim, Chemie der EiweiBkérper, S. 168, 356 (1911). — Ferner 
A. Meyer, Analyse der Zelle, Jena 1920, S, 48. 

*) Bojagawlenski und Sacharow, Schriften der Dorpater natur- 
forschenden Gesellschaft Bd. 15, S. 197 (1907); Zentralbl. (1907) I, S. 1719; 
Hasselblatt, Zeitschr. f. phys. Chem. Bd. 88, S. 1 (1913). 

5; Marc, Zeitschr. f. anorg. Chem. Bd. 85, S. 65 (1914); Zeitschr. 
f. phys. Chem. Bd. 75, S. 710 (1911); siehe auch Freundlich, Zeitschr. 
f. phys. Chem. Bd. 75, S. 245 (1910); Bd. 78, S. 168 (1912); im Gegen- 
satz dazu ‘l'ammann, Zeitschr. f. phys. Chem. Bd. 81, S. 171 (1913). — 
Ferner E Cohen und Moesveld, Bd. 94, S. 482 (1920). 
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flaiche des Kristallkeims zu erkléren'). Auf soleche Wirkung 
ist wohl die Kristallisationshemmung durch Lipoide im Or- 
ganismus zuriickzufiihren. 

Die Kristallisationsgeschwindigkeit ist um so geringer, 
je gréBer die absolute Viskositat des Mediums ist. Der 
Kinflu8 der Viskositaét?) ist dadurch gekennzeichnet, da die 
Lage des Maximums der Kristallisationsgeschwindigkeitskurve 
mit dem Verlauf und der Neigung der Viskositaétskurve zu- 
sammenhingt. 

Die Oberflichenspannung an der Grenzfliche des Kri- 
stalls und der fliissigen Phase ist an den verschiedenen Flachen 
verschieden. Ebenso variiert auch die Adsorption daselbst 
und damit die Ausbildung verschiedener Flichen je nach dem 
Milieu*). Im Zusammenhange hiermit steht die oben erwahnte 
Adsorption am Kristallkeim. Nach M. Born‘) ist fiir ein 
regulares Gitter die Oberflichenspannung an einer Fliche um 
so gréfer, je schiefer sie gegen die Hexaederfliche liegt. 
Noch in einer andern Hinsicht kann die Oberflaichenspannung 
Bedeutung gewinnen. Wihrend sich hochmolekulare homologe 
und isomere Verbindungen auf Grund der Dampfdruckdifferenz 
nicht mehr trennen lassen, gelingt dies infolge der Verschieden- 
heit der Oberflichenspannung, die mitunter die Ausscheidung 
eines Anteils aus dem Gemisch erméglicht. So ist die Bildung 
einer Haut in einer Reihe von Fallen bekannt, wie bei Lésungen 


1) Nacken, Jahrb. f. Min., Geol. u. Pal. 1915, II, S. 183 hat nach- 
gewiesen, dafi die Kristallisationsgeschwindigkeit der Warmeleitfahigkeit 
der Schmelze (bzw. der Lésung) proportional ist, solange an der Phasen- 
grenzfliche Schmelz- (bzw. Sattigungs-)temperatur herrscht; es entstehen 
dann nicht Polyeder-, sondern Kugel- bzw. Ellipsoidflichen, weil der 
Schmelzpunkt (bzw. die Sattigungstemperatur) fiir alle Flachen dieselbe 
ist. Ist die Schmelz- bzw. Kristallisationswirme gro}, die Wiarmeleit- 
fahigkeit der fliissigen (bzw. unterkihlten festen) Phase gering, so wird 
die Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung von Polyederflichen klein. 

*) B. Rozeboom, Heterog. Gleichgew. I, S. 79 (1901). — Kittel, 
Zeitschr. f. anorg. Chem. Bd. 77, S. 335 (1912); Bd. 80, S. 79 (1913). 

3) A. Ritzel, Zeitschr. f. Kristallogr. Bd. 49, S. 152 (1911). 


‘) Preu®B. Akad. Ber. Bd. 48, S. 901 (1919). 
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von Pepton, Farbstoffen, Neutralsalzen'). Die Trennung mit 
Hilfe der Oberflichenspannung erméglicht somit sekundir 
die Kristallisation. 

Aus dem Bisherigen ergibt sich, inwiefern ein Gemisch 
Hemmung der Kristallisationsgeschwindigkeit bei seinen Be- 
standteilen bewirkt. Aber auch eine einzige, chemisch ein- 
heitliche Verbindung kann iiberaus langsam kristallisieren, 
wenn Polymorphie bei sehr geringer Umwandlungsgeschwin- 
digkeit vorliegt; dann handelt es sich um den Fall zweier 
nicht isomorpher Komponenten. Aus der zuerst entstandenen 
metastabilen Form bildet sich langsam die stabile. Ein Bei- 
spiel sind Triglyceride, die zwischen Zimmertemperatur und 
Schmelzpunkt mehrere Umwandlungspunkte zeigen. Im Schnitt- 
punkt der Keimzahl-Temperaturkurve zweier derartiger Modi- 
fikationen ist die Wahrscheinlichkeit fiir die Entstehung der 
stabilen und der unstabilen Modifikation fiir die betreffende 
Unterkiihlung gleich grof?). 

Es mag noch erwahnt werden, dali die Alterungserschei- 
nungen kolloider Lésungen*) und in Gelen‘), soweit sie nicht 
chemischer Natur sind, als langsam verlaufende Kristallisations- 
vorgiinge zu deuten sind. 

Auf die Kristallisationshemmung ist zum grofen Teil®) 
die Entstehung der metastabilen Systeme — der kolloiden 
Lésungen und amorphen oder wenigstens kryptokristallinischen 
Kérper — zuriickzufiihren, die von so iiberaus grofier biolo- 
gischer Bedeutung sind. Freilich verfiigt der Organismus auch 


') Daf die auf der Farbstofflésung gebildete Haut kristallinischer 
Natur ist, wurde mit Hilfe des lichtelektrischen Effektes nachgewiesen. 
Rhode, Ann. Ph. Bd. 19, 8.935 (1906); Ramsden, Zeitschr. f. phys. Chem. 
Bd. 47, S. 336 (1904); Nagel, Ann. Ph. Bd. 29, S. 1029 (1909). 

*) Othmer, Zeitschr. f. physik. Chem, Bd. 91, 8. 239 (1915), 

3) Z. B. Fe (OH), und V,O, siehe Freundlich und Dieselhorst, 
Physik. Zeitschr. Bd. 16, §. 419 (1915); Elster und Geitel-Festschr. 
1915, S. 413. 

‘) Z.B.Si0,,Sn0 (OH), sieheZsigmondy, Kolloidchemie, 3. Aufl. 1920. 

5) Neben den genannten Momenten kénnen z. B. eine Rolle spielen: 
Die Form, Polaritit des Molekiils und andere Eigenschaften. Die Beein- 
flussung der KorngréBe soll in anderem Zusammenbange besprochen werden 
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iiber die Fihigkeit, hochkomplizierte Verbindungen zur Kri- 
stallisation zu bringen. Die Pflanze tut dies mit manchen 
Reservestoffen (Starke und anderen Kohlehydraten, Proteinen) 
und sie niitzt die auSerordentlichen Kohisionskrifte im Zellu- 
losekristall zu mechanischen Zwecken aus. Die Kristallisation 
der Zellulose ist ohne Zweifel mit einer sehr sorgfaltig regulierten 
Produktion des chemischen Materials in der Pflanze verkniipft. 








Uber den Reaktionsverlauf bei Arginasewirkung. 
Von 


R. Eberhard Gross. 


(Aus dem Institut fiir EiweiBforschung [Stiftung Behringer] der Universitit Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21, Dezember 1920.) 





Die von Kossel und Dakin‘) entdeckte Spaltung des 
Arginins durch Arginase in Ornithin und Harnstoff 


' +H,O = 
NH 
H,C - (CH,), - CHNH, - COOH 


4 
CO + H,CNH, - (CH,), - CHNH, - COOH 


NH, 

ist nach obenstehender Formel eine bimolekulare Reaktion. 
Wenn man aber mit Lésungen arbeitet, bei denen das Wasser 
in sehr groBem Uberschu® vorhanden ist, kann bei Hydro- 
lysen bekanntlich die geringe Menge des chemisch verbrauchten 
Wassers gegeniiber der grofien Quantitit des Lésungsmittels 
vernachlassigt werden. So ist anzunehmen, daf} die Spaltung 
des Arginins durch die Arginase sich wie eine monomolekulare 
Reaktion verhalt, und daf die fiir Reaktionen erster Ordnung 
aufgestellten Gleichungen der Reaktionsgeschwindigkeit auf sie 
anwendbar sind. Es miifite somit fiir die Arginasewirkung 


die Differentialformel gelten: 


dx 
dt =k (a — x), 


1) Kossel und Dakin, Diese Zeitschr. Bd. 41, S. 321 (1904). 
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in der dx die in der unendlich kleinen Zeit dt umgesetzte 
Stoffmenge und a die urspriinglich vorhandene Menge der Sub- 
stanz bedeutet. Durch Integration geht diese Gleichung in 
die der experimentellen Priifung zugiingliche Form 


1 a 
rs log nat re? 


= konst 


iiber. 

Bei den folgenden Versuchen war die Aufgabe, die Anwend- 
barkeit dieser Formel auf die Arginasewirkung zu untersuchen. 

Zur Beobachtung der allméhlichen Spaltung des Arginins 
durch die Arginase diente die Formoltitration nach Séren- 
sen‘). Ich folgte dabei der von Jessen-Hansen in Abder- 
haldens Handbuch der biochemischen Arheitsmethoden ge- 
gebenen Vorschrift. Von den 4 im Argininmolekiil enthaltenen 
N-Atomen wird durch die Formoltitration nur das eine in der 
a-Aminogruppe enthaltene N-Atom angezeigt, was 25°/, des 
Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl entspricht. Wird ein Molekiil 
Arginin vollig in Ornithin und Harnstoff zerlegt, so reagieren 
nun von den 4 vorhandenen N-Atomen die beiden in der a- und 
6-Aminogruppe des Ornithins, wihrend der gebildete Harnstoff 
wie vorher die Guanidingruppe des Arginins keinen Stickstoff an- 
zeigt. Man findet jetzt 50 °/, des Gesamtstickstoffs bei der For- 
moltitration wieder. Bei vélligem Abbau des Arginins steigt also 
der bei der Formoltitration gefundene Wert von 25 auf 50, 
bzw. von 1 auf 2. Fiir dazwischen liegende Werte laBt sich 
durch eine kleine Rechnung der prozentuale Abbau ohne weiteres 
feststellen. Bei Versuchen von Edlbacher?), in denen dieser 
das Vorkommen oder Fehlen der Arginase in den verschiedenen 
Tierorganen nachwies und den Einflufs von férdernden und 
hemmenden Momenten bei deren Wirkung studierte, hatte sich 
die Formoltitration gut bewihrt, und es lag auf der Hand, 
diese Methode auch bei den vorliegenden Beobachtungen der 
kinetischen Verhiltnisse der Arginasewirkung anzuwenden. Bei 
stets gleichmifiger Handhabung und geniigender Ubung in ihrer 





1) Sérensen, Biochem. Zeitschr. Bd. 7, S. 43 (1907). 
*) Edlbacher, Diese Zeitschr. Bd. 95, S. 81 (1915) und Bd. 100, 
S. 111 (1917). 
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Anwendung kann man trotz ihrer nur beschrankten Genauigkeit 
Werte erwarten, die ein gutes Bild iiber die zeitlichen Ver- 
haltnisse der studierten Reaktion ergeben. 

Es wurde mit einer Barytlésung titriert, von der 1 ccm 
2,62 mg N entsprach. 

Auch die Bestimmung des Aminostickstoffs nach D. van 
Slyke?) wurde versucht. Diese Methode, besonders in ihrem 
modernen Mikroverfahren, hitte den grofen Vorteil geboten, 
das mit wesentlich kleineren Mengen des kostbaren Arginins 
hatte gearbeitet werden kénnen. Auch bei dieser Methode 
wird nur die a-Aminogruppe des Arginins angezeigt. Von den 
nach der Spaltung entstehenden Reaktionsprodukten gibt aber 
auch der Harnstoff nach der iiblichen Schiittlungszeit von 
20 Minuten geringe Mengen N an. Die gefundenen Werte 
waren entsprechend regelmafjig zu hoch. Nach Angaben von 
van Slyke soll der Harnstoff erst nach 2stiindigem Schiitteln 
mit salpetriger Siure seinen gesamten N anzeigen, also kon- 
stante Werte geben. Ein derartig langes Schiitteln war bei 
Reihenversuchen, wie sie die Aufgabe erforderte, nicht méglich. 

Das zu den Versuchen dienende d-Arginin stellte ich aus 
Arachin, dem Globulin von Arachis hypogaea, das nach Analysen 
von Johns und Breese Jones?) 13,5 °/, Arginin enthalt und 
sich nach den von mir gemachten Erfahrungen sehr gut als 
Ausgangsmaterial fiir die Arginingewinnung?) eignet, nach dem 
bekannten Silber-Barytverfahren von Kossel und Kutscher‘*) 
als Carbonat dar und verwandte es als Chlorid. Seine Rein- 
heit priifte ich durch Vergleich des nach Kjeldahl bestimmten 
Gesamtstickstoffs mit dem Formolstickstoff einer gleichgrofen 
Menge, die sich bei reinem Arginin wie 100: 25 verhalten 
miissen. Auch die quantitative Bestimmung des Aminostick- 

') D. D. van Slyke, Journ. of Biol. Chem. Bd. 23, S, 407 (1915). 

*) C. 0. Johns und D. Breese Jones, Journ. of Biol. Chem. Bd. 36, 
S. 491 (1918). 

3) Das Rohmaterial zur Gewinnung des Arachins verdanken wir dem 
liebenswiirdigen Entgegenkommen der Bremen-Besigheimer Olfabriken A.G. 


in Bremen, die uns OlpreBkuchen der Erdnu®B in dankenswerter Weise 


iiberlieBen. 
*) Kossel und Kutscher, Diese Zeitschr Bd. 31, S. 165 (1900/01). 
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stofis nach van Slyke wurde hier zum Vergleich heran- 


gezogen. 
Kjeldahl 5 ccm Argininchloridlésung . 38,22 mg N = 100 °» 
Formoltitration 5 ccm ‘ . 917 mg N= 24 % 
van Slyke 5 ccm » . 985 mg N= 25,8 % 


Die kleine Abweichung bei der Formoltitration nach unten, 
und bei der Methode von van Slyke nach oben, liegen inner- 
halb der den beiden Methoden anhaftenden Fehlergrenzen. 
Nehmen wir aus beiden Zahlen das Mittel, so erhalten wir 
einen Wert, der uns die Sicherheit gibt, daf} wir es mit reinem 
Arginin zu tun haben. 

Die Arginase wurde aus 250 g ganz frischer Kalbsleber 
gewonnen, die durch die Hackmaschine getrieben und mit 
Kieselzur vermengt in der Buchnerschen Presse bei 300 
Atmospharen Druck ausgeprefit wurden. Der Prefisaft wurde 
dann unter stindigem Riihren in die fiinffache Menge Aceton 
in feinem Strahl eingegossen. Der gebildete Niederschlag blieb 
einige Stunden stehen, wurde dann auf der Nutsche abgesaugt, 
mit Aceton, Alkohol und Ather nachgewaschen und im Ex- 
sikkator getrocknet. Das getrocknete Priparat wurde fein 
zerrieben und jeweils eine Arginaselésung so hergestellt, dab 
auf 100 Teile Wasser 1 Teil Arginasepulver kam. Die Ferment- 
lésung wurde immer am Abend vor einem Versuch angesetzt, 
liber Nacht mit einigen Tropfén Toluol auf Eis gehalten und, 
da sich nicht alles Arginasepulver lést, kurz vor dem Versuch 
iiltriert. Wo andere Mengenverhiltnisse oder eine andere Dar- 
stellungsweise des Fermentes gewahlt wurden, ist dies bei 
den betreffenden Versuchen erwihnt. 

Ich wihlte fiir die Versnche eine fast neutrale Reaktion, 
um der dem Siugerblut eigenen Wasserstoffionenkonzentration, 
fir die von Hasselbaleh und Lundsgaard') ein Durch- 
schnittswert von [H+ ]35.50 = 0,49 - 10-7 angegeben wird, mig- 
lichst nahe zu kommen. Arginin sowie Arginaselésung wurden 
zu diesem Zweck vor ihrer Vermengung mit Beniitzung von 
Azolithminpapier gegen eine Sérensensche Phosphatmischung 
von gleichen molekularen Teilen prim. und sek. Phosphates 


1) Hasselbalch u. Lundsgaard, Bioch. Zeitscbr. Bd.38, 8.77 (1912). 
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({H*]s7> = 10-66) genau eingestellt. Die Temperatur war bei 
allen Versuchen durch einen Wasserthermostaten auf 37,2 ° fest- 
gehalten und schwankte wihrend der Dauer der einzelnen Ver- 
suche in keinem Falle um mehr als ?/,,°. Um der gewihlten 
Temperatur gleich vom ersten Momente des Versuches ab 
sicher zu sein, wurden die Lisungen vor ihrer Mischung ent- 
sprechend erwarmt. 


Versuch l. 


Je 5 ccm Argininlésung, denen bei der Formoltitration 
3,6 ccm Barytlauge entsprechen, + 5 ccm 1°/oige Arginase- 
lésung werden unter Zugabe von 10 Tropfen Toluol in kleinen 
Erlenmeyerkélbchen bei 37,2° gehalten'). Nach den jeweils 
angegebenen Zeiten kurzes Aufkochen und nach Abkiihlung 
Formoltitration. Als Kontrolle bei der Titration dienen Kélb- 
chen mit je 5 ccm Wasser und 5 cem Fermentlésung, die 
ebenso wie die Proben behandelt werden. Aus der Menge 
der verbrauchten Barytlauge ist in jedem Falle nach der 


Gleichung k = + log nat —— der Wert fiir k berechnet wor- 


den, wobei der Anfangswert a = 100 gesetzt wurde, so daf x 
die Argininzersetzung in Prozent bedeutet. 








Zeit Gebrauchte Arginin- 





Nr.]. ccm Baryt- |zersetzungin| k Anmerkungen 
in Std. 16 eae 
ésung jo=x 
1 0 3,6 0 _- Fermentzusatz erst nach 


Zugabe von Formol, so 
daf Ferment unwirksam 


- bleibt. 

By uy 3,8 5,6 0,239 oe 
dt ey 4,1 13,8 0,198 _ 
Sd] 11, 4,25 18,0 0,182 ~ 
6] 3 4,7 30,4 0,127 seid 
71 6 5,25 45,6 0,101 as 
8] 9 55 52,8 0,083 

9 | 24 6,2 72,0 0,053 _ 

24+2 6,3 75,0 — | Nach 24 Std. erneut Zu- 


satz von 5 ccm Ferment. 
Nach 2 Std. titriert. 

















1) In diesem und allen anderen Versuchen wurden die Kélbchen zu- 
gekorkt. 
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Man ersieht aus Versuch 1, daf} man fiir k keine Kon- 
stante erhalt, sondern dafi die erhaltenen Werte mit zu- 
nehmender Zeit dauernd fallen. Die Argininzersetzung geht 
unter den gewihlten Bedingungen in 24 Stunden nur bis 72 %o. 
Die an Stelle von k gefundene Veriinderliche sinkt in diesem 
Zersetzungsbereich unter ?/, ihres ersten Wertes. Weitere 
Zugabe von 5 ccm Ferment nach 24 Stunden steigert den 
ferneren Abbau in 2 Stunden nur auf 75°. Setzt man die nach 
24 Stunden noch vorhandene Argininmenge (100 °/o—72 %o) 
= 100, und berechnet, wieviel Prozent davon durch die 5 cem 
neuen Fermentes in 2 Stunden abgebaut wurden, so ergibt sich 
ein Abbau von 10,5°/o, waihrend zu Beginn des Versuches in 
i'/, Stunden 18°/o des vorhandenen Arginins abgebaut wurden. 


Versuch 2. 


Zu Versuch 2 diente eine 2°/oige Fermentlésung und eine 
Argininlésung, von der 5 ccm 4,3 cem der Barytlésung ent- 
sprachen. Temp. 37,2. Die iibrigen Bedingungen waren die- 
selben wie in Versuch 1. 











Zeit Gebrauchte | Arginin- 
Nr.| ccm Baryt- |zersetzung} k Anmerkungen 
in Std. : esi 
jésung in */, === 
1 0 4,3 0 — — 
2 SP 4,6 6,96 | 0,289 oa 
3 Ps 4,8 11,6 0,246 — 
4 1 5,2 20,8 0,234 a= 
5 2 5,8 34,8 0,214 — 
6 4 6,45 50,0 0,176 _ 
7 8 7,1 65,2 0,132 — 
8 24 7,55 75,6 0,059 — 
9/244 1', 7,65 78,0 — | Nach 24 Std. Zugabe von 
5 ccm neuen Fermentes, 
Titration nach |*/, Std. 
10/244 5%/, 7,9 83,6 — | Wie bei 9. Titration nach 
51/, Std. 

















Auch hier erhalten wir keine Konstante, sondern beob- 


achten ein dauerndes Fallen fiir k, das nach 24 Stunden ca. */, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXII. 17 
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des ersten Wertes erreicht. Der Abbau ist nach 24 Stunden 
auch hier unvollkommen und nur bis zu 75,6°/o vorgeschritten. 
Neuer Zusatz von Ferment ergibt nach 11/, Stunden einen 
weiteren Abbau auf 78°/o, nach 51/, Stunden auf 83,6 °%o. 
Setzen wir wieder wie bei Versuch 1 die nach 24 Stunden 
noch unversehrte Argininmenge (100°/o—75,6%) = 100, so 
erhalten wir Werte von 9,8°/o Abbau innerhalb 1'/, Stunden, 
und von 32,8°/ innerhalb 5'/, Stunden. Beide Werte bleiben 
hinter den entsprechenden zu Anfang des Versuches weit zuriick. 


Versuch 38. 


Um festzustellen, ob das Ferment vielleicht schon allein 
durch 24stiindiges Erwirmen auf die Temperatur von 37° in 
seiner Wirksamkeit beeintrachtigt wird, wurden in Versuch 3 
5 ecm Argininlésung mit 5 ccm 1%iger Arginaselésung, die 
aber vorher 24 Stunden auf 37° erwirmt worden waren, zu- 
sammengegeben und nach 1 Stunde titriert. 











Zeit Gebrauchte Arginin- 
Nr.} | Sta ccm Baryt- | zersetzung 
alas lésung in 9, =x 
1 0 4,3 0 
2 1 5,2 20,8 











Da es sich um die gleiche Arginin- und Fermentlésung 
wie in Versuch 2 handelt, so kénnen die beiden nach 1 Stunde 
gefundenen Werte hier und dort ohne weiteres miteinander 
verglichen werden. Ihre Gleichheit beweist, dafi ein 24stiin- 
diges Erwirmen auf 37° die Wirksamkeit des Fermentes in 
keiner Weise beeintrachtigt. 

In den bisherigen Versuchen war die Wasserstoffionen- 
konzentration des Reaktionsgemisches nicht durch Beifiigung 
eines Puffers festgehalten, jedoch waren, wie schon eingangs 
erwahnt, Arginin- wie Arginaselésung vor Beginn der Ver- 
suche gegen ein Sérensensches Phosphatgemisch 1:1 unter 
Anwendung von Azolithminpapier genau eingestellt worden. 
Vor Ausfiihrung der Titration wurde die Reaktion jedesmal 
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gepriift, und innerhalb der Versuchsdauer von 24 Stunden eine 
merkliche Anderung der Reaktion nicht beobachtet. Um aber 
jeden Irrtum nach dieser Richtung auszuschliefien, ist in dem 
folgenden Versuch 4 die Wasserstoffionenkonzentration durch 
Zugabe eines Sérensenschen Phosphatgemisches 1: 1 fixiert. 
Da die Anwesenheit von Phosphaten die Formoltitration un- 
miglich macht, so muf} die Phosphorsiéure in jedem Falle vor 
der Titration quantitativ entfernt werden. Ich bin auch hier 
den Vorschriften von Jessen-Hansen in Abderhaldens Hand- 
buch der biochemischen Arbeitsmethoden gefolgt. 


Versuch 4. 


Je 5 ccm Argininlésung, denen 4,3 ccm unserer Baryt- 
lauge entsprechen, werden mit 10 ccm eines °/,, mol. Phos- 
phatgemisches 1:1 und 5 ccm einer 1°/oigen Fermentlisung 
versetzt. Die Kontrollen enthalten 5 cem Wasser, 10 ccm 
Phosphatmischung und 5 ccm Ferment. Temp. -37,2. 








Zeit Gebrauchte Arginin- 





Nr.]. ccm Baryt- |zersetzungin} k Anmerkungen 
in Std. ia rena 
jsung (ee 

| 0 4,3 0 — — 

2 2 5,7 32,4 0,196 — 

3 4 6,0 39,2 0,124 — 

4 8 6,75 56,8 0,105 — 

5] 24 7,25 68,4 0,046 —- 

6 (24-12 7,4 72,0 — | Nach 24 Std. Zugabe von 


5 cem neuen Fermentes. 
Titration nach 2 Std. 








7 124+4 7,75 80,0 — | Wie6. Titration n. 4 Std. 
8 124 + 6 7,9 84,0 — | Wie6. Titration n. 6 Std. 
% 1244-8 7,9 84,0 — | Wie6é. Titration n. 8 Std. 











Der Versuch 4 ergibt ein ganz ahnliches Resultat wie 
die vorhergehenden Versuche ohne Pufferbeigabe: keine Kon- 
stante, sondern fallende Werte fiir k und einen Abbau des 
Arginins innerhalb 24 Stunden nur bis zu 68,4°/o. Eine neue 
Zugabe von Ferment nach 24 Stunden steigert den Abbau in 
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6 Stunden auf 84°. Uber diesen Wert hinaus geht dic 
Reaktion nicht. 

Versuch 5 sollte dariiber Aufschlu8 geben, ob der Abbau 
des Arginins bei lingerer Dauer der Fermenteinwirkung nicht 
doch noch héhere Werte erreicht. Um gleichzeitig sicher zu 
gehen, dafi der bisher beobachtete mangelhafte Argininabbau 
nicht etwa durch eine Eigentiimlichkeit des angewandten 
Arginasepraparates bedingt sei, wurde diesmal eine Frosch- 
leberbreisuspension verwendet, die folgendermafien hergestellt 
war: 3,4 g ganz frische Froschleber wurden mit Quarzsand 
verrieben, in 30 ccm destilliertem Wasser aufgeschwemmt und 
nach den friiher fiir die Fermentlésung gestellten Regeln neu- 
tralisiert. Von dieser Suspension kamen je 5 ccm zur Ver- 
wendung. 

Versuch 5. 

5 cem Argininlésung, die 4,3 cem Barytlauge entsprechen, 
+ 5 cem Froschlebersuspension + 10 Tropfen Toluol, je in 
kleinen Erlenmeyern bei 37,2°. 








a) Probe: Kontrolle: 
5 ccm Argininlésung 5 ccm Wasser 
5 ccm Suspension 5 ccm Suspension 
nach 40 Stunden titriert 
8,6 ccm Barytlauge 0,7 ccm Barytlauge 
0,7 ccm m 





Diff. 7,9 ccm Barytlauge 


b) Probe: Kontrolle: 
5 ccm Argininlésung 5 ccm Wasser 
5 ecm Suspe: sion 5 ccm Suspensiqn 








nach 6 Tagen titriert 

8,6 ccm Barytlauge 0,7 ccm Barytlauge 

0,7 ccm m 
Diff. 7,9 com Barytlauge. 

Der gleichbleibende Wert von 7,9 ccm Barytlauge ent- 
spricht einem Argininabbau von 84%. Der mangelhafte Ab- 
bau ist also unabhaingig von Art und Darstellungsweise des 


Fermentes. 
Das Resultat der bisher geschilderten Versuche — Sinker 
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der fiir k berechneten Werte im Laufe der Reaktion, unvoll- 
stindiger Abbau des Arginins auch bei langerer Einwirkung 
des Fermentes, verlungsamter und ebenfalls unvollkommener 
Fortgang der Reaktion bei Zugabe von frischem Ferment — 
1aBt die Méglichkeit einer Fermenthemmung durch die End- 
produkte Harnstoff und Ornithin zu. Die folgenden Versuche 
erértern diese Méglichkeit. 

Das zu den weiteren Versuchen benétigte d-Ornithin 
wurde aus d-Arginin, das dieselbe Herkunft wie das bisher 
verwendete hatte, durch 24stiindige fermentative Spaltung 
mittels Kalbslebersuspension bei 37° gewonnen. Die Dar- 
stellung des Ornithins aus dem Reaktionsgemisch geschah 
durch Ausfallung mittels Phosphorwolframsiure und weitere 
Isolierung nach dem Vorgang von Herzog!) mit dem Kossel- 
Kutscherschen Silberbarytverfahren. Das Priparat wurde 
dann weiter als Pikrat gereinigt, nach Wiederholung des 
Silberbarytverfahrens als Carbonat gewonnen und, wie ur- 
spriinglich das Arginin, nach Neutralisation als Chlorhydrat 
angewandt. 


1. Versuche, bei denen zu der Argininlésung vor der Zugabe des 
Fermentes Harnstoff zugesetzt wurde. 

In Versuch 6 ist die Harnstoffzugabe so bemessen, daf 
von vornherein so viel Harnstoff zugegen ist, als bei vollkom- 
menem Abbau des Arginins entstehen wiirde. In Versuch 7 
sind nur */, der entsprechenden Menge zugesetzt. In Ver- 
such 6 entsprechen 5 ccm Argininlésung 4,3 ccm Barytlésung, 
in Versuch 7 5 cem der Argininlésung 4,8 ccm der Baryt- 
lésung. 1°/o Fermentlésung, je 10 Tropfen Toluol, Tempe- 
ratur 37,2°. 


Versuch 6. 
a) Mit Harnstoffzugabe. 
Probe : Kontrolle: 
ocem Argininlésung 5 ccm Wasser 
5 ccm 1°/,ige Harnstofflésung 5 ccm Harnstofflésung 
9 ccm Fermentlésung 5 ccm Fermentlésung 








) Herzog, Diese Zeitschr. Bd. 35, 8. 525 (1901/02). 
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nach 24 Stunden titriert 


Probe: Kontrolle: 


7,4 ccm Barytlésung 0,35 ccm Barytlésung 
0,35 ccm : 


Diff. 7,05 cem Barytlésung = 64°/, Abbau. 





b) Ohne Harnstoffzugahe. 


Probe: Kontrolle : 
5cem Argininlésung 5 ccm Wasser 
5 ccm Wasser 5 ccm Wasser 
5 ccm Fermentlisung 5 ccm Fermentlisung 














nach 24 Stunden titriert 


7,6 ccm Barytlésung 0,4 com Barytlésung 
0.4 ccm a 


Diff. 7,2 com Barytlésung = 67,2°/, Abbau. 











Versuch 7. 
a) Mit Harnstoffzugabe. 
Probe: Kontrolle : 
5 ccm Argininlésung 5 ccm Wasser 
5 ccm Wasser 5 ccm Wasser 
5cem 0,8°/,ige Harnstofflésung 5 ecm 0,8°/,ige Harnstoff- 
lésung 
5 ccm Fermentlisung 5 ccm Fermentlisung 
nach 24 Stunden titriert 
8,95 ccm Barytlésung 0,5 com Barytlésung 
0,5 ccm ze 





Diff. 8,45 ccm Barytlisung = 76°/, Abbau. 


b) Ohne Harnstoffzugabe. 


Probe: Kontrolle : 
5 ecm Argininlésung 5cem Wasser 
10 ccm Wasser 10 com Wasser 
5 cem Fermentlésung 5 ccm Fermentlisung 








nach 24 Stunden titriert 


9,0 ccm Barytlisung 0,5 com Barytlisung 
0,5 ccm . 





Diff. 8,5 ccm Barytlésung = 77,2°/, Abbau. 
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2. Versuche, bei denen zu der Argininlisung vor der Zugabe des 
Fermentes Ornithin zugesetzt wurde. 


In Versuch 8 sind ?/, der Ornithinmenge zugesetzt, die 
bei vélligem Abbau aus der angewandten Argininmenge ent- 
stehen wiirden, in Versuch 9 doppelt soviel als in Versuch 8. 
In beiden Versuchen entsprechen 5 ccm der angewandten 
Ornithinmenge 6,4 ccm der Barytlésung, 5 ccm der Arginin- 
lisung 4,8 com der Barytlésung. 1°/, Fermentlésung, je 
10 Tropfen Toluol, Temperatur 37,2 °. 








Versuch 8. 
a) Mit Ornithinzugabe. 
Probe: Kontrolle 
5 ecm Argininlésung _ 8 eccm Wasser 
5 ccm Ornithinlisung 5 ccm Ornithinlésung 
5 ccm Wasser 5 ccm Wasser 
5 ccm Fermentlisung 5 ccm Fermentlisung 
nach 24 Stunden titriert 
14,35 ccm Barytlisung 6,7 ccm Barytlésung 
6,7 ccm ‘ 





Diff. 7,65 cem Barytliésung = 59,2°/, Abbau. 


b) Ohne Ornithinzugabe. 








Probe: Kontrolle : 
5 ccm Argininlisung 5 ccm Wasser 
10 ccm Wasser 10 ccm Wasser 
5 ccm Fermentlisung’ 5 ccm Fermentlésung 
nach 24 Stunden titriert 
9,0 ccm Barytlésung 0,5 com Barytlésung 
0,5 ccm - 





Diff. 8,5 com Barytlésung = 77,2°/, Abbau. 


Versuch 9. 
a) Mit Ornithinzugabe. 
Probe: Kontrolle: 
5 ccm Argininlésung 5 ccm Wasser 
10 ccm Ornithinlésung 10 ccm Ornithinlésung 


5 ccm Fermentlisung 5 ccm Fermentlisung 
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nach 24 Stunden titriert 


Probe: Kontrolle: 
19,8 com Barytlésung 12,8 ccm Barytlisung 
12,8 ccm * 





Diff. 7,0 ccm Barytlésung = 45,6°/, Abbau. 


b) Ohne Ornithinzugabe. 


Probe: Kontrolle : 
5 ccm Argininlisung 5 ccm Wasser, 
10 ccm Wasser i0 ccm Wasser 
5 ccm Fermentlisung 5 ccm Fermentlisung 








nach 24 Stunden titriert 


9,0 com Barytliésung 0,5 com Barytlésung 
0,5 ccm " 


Diff. 8,5 com Barytlésung = 77,2°/, Abbau. 





In den beiden Versuchen ergibt sich eine starke Beein- 
trichtigung des Abbaus durch das zugesetzte Ornithin, die 
in Versuch 9 entsprechend der gréfieren Ornithinmenge noch 
wesentlich stirker hervortritt als in Versuch 8. Gegen diese 
starke Verminderung des Abbaus durch Ornithinzusatz kommt 
die minimale Beeintrichtigung von 1 bzw. 3°/o durch Harn- 
stoffzusatz in Versuch 6 und 7 nicht in Betracht. 


3. Versuche, bei denen zu der Argininlisung vor der 4ugabe des 
Fermentes Harnstoff und Ornithin zugesetzt wurden. 


In Versuch 10 wurden nur 13,4°/o der Ornithinmenge, 
die bei vélligem Abbau entstehen wiirde, dagegen die gesamte 
entsprechende Harnstoffmenge zugesetzt, in Versuch 11 je ?/, 
der méglichen Harnstoff- und Ornithinmenge. In Versuch 10 
entsprechen 5 ccm Arginin 4,5 ccm der Barytlésung, 5 ccm 
Ornithin 1,15 ccm der Barytlésung, in Versuch 11 5 ccm Ar- 
ginin 4,8 ccm der Barytlésung, 5 ccm Ornithin 6,4 ccm Baryt- 
lisung. 1°/o Fermentlésung, je 10 Tropfen Toluol, Tempe- 


ratur 37,2°. 
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Versuch 10. 
a) Mit Harnstoff- und Ornithinzugabe. 


Probe: Kontrolle: 


5 ccm Argininlésung 5 com Wasser 

5 ccm Ornithinlésung 5 ccm Ornithinlisung 

5 cem 1°/oige Harnstofflésung 5cem 1°%/ige Harnstofflésung 
5 ccm Fermentlisung 5 ccm Fermentlésung 








nach 24 Stunden titriert 


8,2 ccm Barytlisung 
1,4 ccm - 


Diff. 6,8 ccm Barytlisung = 58°/o Abbau. 


1,4 com Barytlésung 





b) Ohne Harnstoff- und Ornithinzugabe. 


Probe: Kontrolle: 


5ccm Argininlésung 5 ccm Wasser 
5 ccm Fermentlisung 5 ccm Fermentlisung 








nach 24 Stunden titriert 


. 7,6 ccm Barytlésung 
0,3 com " 


Diff. 7,3 com Barytlésung = 69,6°/o Abbau. 


0,3 com Barytlésung 





Versuch 11. 
a) Mit Harnstoff- und Ornithinzugabe. 


Probe: Kontrolle: 
: 5 ccm Argininlésung 5 ecm Wasser 
a 5 ccm Ornithinlésung 5 ecem Ornithinlésung 
ad 5 ccm 0,8°/,ige Harnstofflésung 5cem 0,8°%oige Harnstofflésg. 
| 5 com Fermentlésung 5 ccm Fermentlisung 








nach 24 Stunden titriert 


13,9 com Barytlisung 
6.5 ccm et 


Diff. 7,4 cem Barytlésung = 54°/, Abbau. 


6,5 ccm Barytlésung 





b) Ohne Harnstoff- und Ornithinzugabe. 


Probe: Kontrolle: 
5 ccm Argininlésung 5 com Wasser 
10 com Wasser 10 com Wasser 


5 ccm Fermentlisung 5 ccm Fermentlésung 
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nach 24 Stunden titriert 


Probe: : Kontrolle: 
9,0 ccm Barytlésung 0,5 ccm Barytlisung 
0,5 ccm ne 





Diff. 8,5 ccm Barytlésung = 77,2°/, Abbau. 


Versuch 8 (Ornithinzusatz allein) und Versuch 11 (Ornithin- 
und Harnstoffzusatz) lassen sich ohne weiteres miteinander 
vergleichen, da bei ihnen gleich viel Ornithin angewandt wurde 
und die Fermentlésung sowie die Argininlésung die gleichen 
waren. Es tritt dabei eine noch etwas deutlichere Hemmung 
der Arginasewirkung durch Ornithin + Harnstoff als durch 
Ornithin allein in die Erscheinung. 


Zusammenfassung. 


In vorstehenden Versuchen hat sich gezeigt, daf man 
bei Anwendung der fiir monomolekulare Reaktionen giiltigen 


Formel k = = log nat ~ = auf die Argininspaltung durch 


Arginase keine Konstante erhalt, sondern an ihrer Stelle Werte, 
die mit der Dauer der Reaktion abnehmen. Diese Verhiltnisse 
gelten bei der in den Versuchen gewihlten [H+] 37> = 10-%*®. 
Ich zweifle nicht an der Méglichkeit, daf sich bei der Wahl 
anderer Wasserstoffionenkonzentrationen und Temperaturen 
andere Verhiltnisse ergeben, wollte mich aber auf die An- 
wendung einer Wasserstoffionenkonzentration, die der des 
Siugerblutes recht nahe liegt, beschrianken. 7 

In den Versuchen hat sich weiter ergeben, daf} die fermen- 
tative Zerlegung des Arginins nicht zu Ende gelangt, sondern 
daf} die Reaktion bei rund 70—85°/, Abbau stehen bleibt. 
Auch nach Zusatz von frischem Ferment geht die Reaktion 
our in beschrinktem Mae weiter und kommt bald zum Still- 
stand. Auch Edlbacher spricht in seiner eingangs zitierten 
Arbeit an einer Stelle, wo er Arginasewirkung beobachtet, 
nur von einem ,fast‘ vollkommenen Abbau. Und in den von 
ihm aufgefiihrten Tabellen findet sich in keinem Fall ein 
Abbau, der 100°/, erreichen wiirde. Seine Versuche sprechen 
also im gleichen Sinne. 























Uber den Reaktionsverlauf bei Arginasewirkung. 251 


Bei der Untersuchung, wie weit die bei der Reaktion 
gebildeten Endprodukte Harnstoff und Ornithin an der Beein- 
trichtigung der Reaktion schuld sind, fand sich, dafi der 
Zusatz von Harnstoff allein die Reaktion nicht nennenswert 
beeinfluBt, wihrend ein Zusatz von Ornithin allein eine starke 
Herabsetzung des Abbaus verursacht. Diese Beeintrachtigung 
tritt noch etwas deutlicher hervor, wenn man beide End- 
produkte zusammen einwirken lifjt. Die Tatsache, dai von 
den beiden Reaktionsprodukten im wesentlichen nur das eine 
(Ornithin) hemmend wirkt, spricht meines Erachtens dafiir, 
daf} wir es bei dem Stillstand der Reaktion nicht mit der 
Erreichung eines echten chemischen Gleichgewichtes zu tun 
haben, sondern mit einem Endzustand (Tammann’)), bei dem 
vor Erreichung eines chemischen Gleichgewichtes das Ferment 
unwirksam wird. 


* 


Diese Arbeit habe ich auf Veranlassung von Herrn Prof. 
A. Kossel ausgefiihrt, und es ist mir eine angenehme Pflicht, 
ihm fiir die vielen Anregungen und Unterstiitzungen wihrend 
der Arbeit an dieser Stelle meinen wirmsten Dank auszu- 
sprechen. 


1) G. Tammann, Diese Zeitschrift Bd. 16, S. 271 (1891). 





Uber proteolytische Enzyme im normalen und pathologischen 
Harne. 


Von 


S. G. Hedin. 





(Der Redaktion zugegangen am 20, Dezember 1920.) 








Vor einigen Jahren haben ich und Masai ausfiihrlich 
iiber ein im normalen Harn vorhandenes Erepsin berich- 
tet’). Seitdem habe ich meine friiher publizierten Unter- 
suchungen iiber die proteolytischen Enzyme des Blutserums 
ausgedehnt und tiber die neuen Ergebnisse berichtet*). Es 
ergab sich, dafi aufer einem von mir vorher gefundenen, 
der Globulinfraktion des Serums anhaftenden Enzym auch ein 
dem Harnenzym in seinen Wirkungen ahnliches Enzym vor- 
handen ist, das sowohl in der Albuminfraktion wie wahr- 
scheinlich auch in der Globulinfraktion vorkommt. Da das 
Globulinenzym und andere ihnliche Enzyme die EiweiBauf- 
spaltung in alkalischer Lésung am besten anzufangen, aber 
nicht ebenso gut abzuschliefien imstande sind, habe ich der- 
artige Enzyme der Kiirze wegen primire Proteasen genannt 
zum Unterschied von dem Harnenzym und ahnlichen Enzymen, 
welche eben die Eiweifaufspaltung abzuschlieBen vermigen 
und deshalb als sekundire Proteasen bezeichnet werden kénnten. 

Das Harnerepsin habe ich bis jetzt nur aus Menschen- 
harn dargestellt. Das Bluterepsin habe ich in Rinds- und 
Pferdeserum nachweisen kénnen. Das Harnerepsin habe ich 
in allen von mir untersuchten Harnen, sowohl normalen wie 





1) Diese Zeitschr. Bd. 100, S. 263 (1917). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 104, S, 11 (1918). 
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pathologischen, gefunden. Beim Sittigen des Harnes mit 
Am, SO, fallt dasselbe zusammen mit anderen Substanzen aus 
und wird beim Dialysieren des Niederschlages in Lésung er- 
halten. Diese Liésung ergibt, wenn sie zusammen mit dem 
Globulinenzym des Blutserums auf Casein einwirkt, einen 
gréfieren Umsatz als beide Enzyme erzeugen fiir den Fall, 
daf} sie jedes fiir sich auf dieselbe Caseinmenge einwirken. 
Das Harnerepsin wirkt auch auf Wittes Pepton ein, aber 
die Wirkung des normalen Harnes auf Casein ist meistens 
sehr gering. Auch haben ich und Masai _ unentschieden 
lassen miissen, ob diese Kinwirkung von dem Erepsin oder 
von einem anderen: Enzym herriihrt. 


Neue Versuche. 


Speziell darauf eingerichtete Versuche ergaben, daf} das 
Erepsin des normalen Harnes bei der Sattigung des Harnes 
mit Am,SQ, lange nicht vollstandig ausgefallt wird, und ich 
habe deshalb einen anderen Weg versucht, um zu einer einiger- 
mafen zuverlissigen Vorstellung von den in dem Harne vor- 
handenen Enzymmengen zu gelangen. 

Zu dem Zwecke wurde der Harn zunichst nach Filtrieren 
einer 3tigigen Dialyse gegen fliefiendes Leitungswasser unter- 
worfen. Hierbei werden die dialysierbaren Bestandteile des 
Harnes entfernt; zur selben Zeit nimmt aber das Volumen 
etwas zu. Um dabei zu einer gleichmafigen Zunahme des 
Harnvolumens zu gelangen und da die Zunahme des Harn- 
volumens sehr selten */, des urspriinglichen Volumens betrug, 
habe ich in allen Fallen das nach Dialysieren erhaltene Vo- 
lumen auf */, des Anfangsvolumens mit Wasser versetzt.. Von 
der so erhaltenen Enzymlésung habe ich fiir jede Bestimmung 
25 ccm genommen. Die Digestionsversuche, welche ausgefiihrt 
worden, sind: 

1. Digestion mit Casein in schwach alkalischer Lésung, 

2. » Wittes Pepton in schwach alkalischer Lésung, 

3. " » Casein in ziemlich stark saurer Lésung, 
und zwar waren die drei Digestionsgemengen, wo nicht anders 
angegeben wird, in folgender Weise zusammengesetzt: 
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1, 25 cem dial. Harn + 25 ccm Caseinlésung ') + 2 ccm 0,1 n-NaOH, 

2.25ccm , , + 25ccmPeptonlésung*) + 2 ccm 0,1 n-NaOH, 

3. 25ccm , » + 25 ccm Caseinlésung +- 15 ccm 0,2 n-HCl. 

Hierzu kamen Kontrollisungen mit 1/, Stunde auf dem 
Wasserbade erhitztem Harn. In der Gegenwart von Toluol 
wurde 4 Tage bei 37° digeriert, worauf mit 20 ccm Gerb- 
sdurelésung*) fiir die Proben mit Casein und 15 cem fiir die 
mit Pepton gefallt wurde. Bei Versuchen mit Eiweifharnen 
wurde, um vollstandige Ausfallung zu erzielen, mehr Gerbsiure, 
meistens 30 bzw. 25 ccm, angewandt. Nach 8—12 Stunden 
wurde filtriert, der Stickstoff in einem Teile des Filtrates 
bestimmt und die Analyseziffer nach Abzug des Kontrollwertes 
fiir das ganze Volumen der Filiissigkeit umgerechnet. Die 
angefiihrten Resultate geben die Anzahl ccm 0,1 n-Siaure an, 
welche nach dieser Berechnung zum Neutralisieren des aus 
dem mit Gerbsiure nicht fallbaren Stickstoffe gebildeten Am- 
moniaks gebraucht wurden. Der Kiirze wegen werde ich 
beim Wiedergeben der Analyseziffer die aus den Digestions- 
versuchen mit Casein in alkalischer Lésung erhaltenen Ergeb- 
nisse als ,Cas. alk.“, die bei der Digestion von Pepton in 
alkalischer Lésung als Pept. alk.“ und die mit Casein in 
saurer Lésung erhaltenen als ,Cas. ac.“ bezeichnen. 

In Bezug auf die angegebene Untersuchungsmethode 
miissen zunichst einige médgliche Fehlerquellen diskutiert 
werden. Zunichst mufs man dafiir Sorge tragen, daB die 
Dialysemembranen dicht sind. Ich habe kiufliche Dialyse- 
schliuche gebraucht und dieselben vor dem Gebrauch gepriift. 
Die Reaktion des Wassers auferhalb des Schlauches (das 


‘) Die Caseinlésung wurde durch Auflésen von 20 g ,Casein nach 
Hammarsten* in 100 cem 0,1 n-NaOH +- 400 ccm H,O unter Erhitzen 
auf dem Wasserbade erhalten. Das Volumen wird nach Erkalten auf 
500 ccm aufgefiillt, die Lésung mit Toluol versetzt und aufbewahrt, 

*) 20 g Wittes Pepton wird auf dem Wasserbade in 500 ccm H,O 
aufgelist, mit HCl neutralisiert, 3 Tage gegen fliefendes Leitungswasser 
dialysiert, aufgekocht, auf 650 ccm aufgefiillt und filtriert. Die Liésung, 
welche deutlich alkalisch reagiert, wird mit Toluol versetzt und aufbewahrt. 

%) Die Gerbsiureliésung enthielt auf 1C00 cem 100 g Gerbsdure, 50 g 
Natriumacetat, 50 g NaCl und 50 ccm Kisessig. 
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Leitungswasser in Upsala hat eine sehr schwach alkalische 
Reaktion) kénnte méglicherweise von Bedeutung sein, und 
ich habe darum die gleiche Harnmenge einerseits gegen oft 
gewechseltes destilliertes Wasser (A), anderseits gegen gleiche 
Mengen ebenso oft gewechseltes Leitungswasser (B) dialysiert. 
Die schlieSlichen Analyseresultate waren: 


A B 
i er 2,45 
Tee Ge a ss 14,1 
a ri 7,40 


Es existiert also kein wesentlicher Unterschied und ich 
habe darum in allen meinen iibrigen Versuchen gegen fliefiendes 
Leitungswasser dialysiert. 

Die Frage, ob bei der Dialyse etwas Enzym durch die 
Membran passiert oder sonst verloren geht, habe ich in der 
Weise gepriift, daf} ich denselben Harn in einem Falle (A) 
3 Tage und in einem anderen (B) 4 Tage dialysieren lef. 
Der angewandte Harn riihrte von einer gesunden Person her, 
und da normaler Harn nur in sehr geringem Grade Casein 
bei alkalischer Reaktion angreift, wurde diese Bestimmung 
nicht ausgefiihrt. Die anderen Versuchsergebnisse waren: 


A B 
Pet a es Sw OS 6,35 
we els ee ee 8,15 


Also kein Verlust von Enzym. | 

Da man sich denken kénnte, dafi das Material der Dia- 
lyseschliuche etwas von den Enzymen adsorbiere, habe ich 
bereits dialysierten Harn einen Tag hindurch bei gewéhnlicher 
Temperatur in einem Falle (A) mit der fiir die Dialyse der 
Harnmenge gewodhnlich angewandten Schlauchlinge in zer- 
schnittener Form zusammen aufbewahrt und in einem anderen 
Falle (B) ohne die Gegenwart von Schlauchmaterial. Die 
Ergebnisse waren: 


A B 
Ce ee ee ek Go ee 1,05 
Pe Oe we ee 4,4 
ee a a a es a e- 1,6 


Also keine Adsorption. 
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Wiahrend der Dialyse war in den Schliéuchen reichlich 
Toluol zugegen und ebenso wihrend der nachfolgenden Di- 
gestion. Uber die antiseptische Wirkung von Toluol hat 
Benians Untersuchungen ausgefiihrt, aus welchen hervor- 
geht, dafi} dieselbe in den meisten Fallen ausreicht, um die 
Bakterien derart zu téten, dai dieselben nachher ohne die 
Gegenwart von Toluol in einer Nahrfliissigkeit nicht wachsen 
kénnen. Gegenwart von Eiweif} hinderte etwas die Toluol- 
wirkung. Am meisten widerstandskraftig waren Streptococcen 
und Staphylococcen!). Bei meinen Versuchen war Toluol die 
ganze Zeit zugegen und die Bedingungen fir antiseptische 
Wirkungen waren also giinstiger. ‘Trotzdem habe ich durch 
besondere Versuche gepriift, ob bei meinen Digestionsversuchen, 
die im ganzen 96 Stunden bei Kérpertemperatur umfaBten, 
méglicherweise Bakterien auf die Resultate eingewirkt 
haben kénnen. Zu dem Zwecke wurde bei zwei parallelen 
Versuchsreihen die eine (A) mit einem Tropfen einer in Lei- 
tungswasser aufgeschlemmten frischen Reinkultur einer ge- 
gebenen Bakterienart infiziert, waihrend die andere (B) anstatt 
dessen mit einem Tropfen Wasser versetzt wurde. Beide 
Reihen wurden wie gewohnlich mit Toluol versetzt. Im fol- 
genden Versuche mit leukimischem Harn wurde mit B. coli 
infiziert: 


A B 
a. «« <-s Tae 1,50 
Pept. alk. . . . . 20,65 20,60 
e656 «es ES 6,55 


Im folgenden Versuch wurde Harn mit 1,8%%. Kiweif 
angewandt. B. colli. 


A B 
ii a~~<as Se 8,3 
Pept. alk... . . . . 20,15 20,15 
OE ee 12,10. 


Folgende zwei Versuche bestehen je aus drei Reihen, 
von welchen eine (A) mit einer Staphylococcusart, B mit 
Pneumoccen infiziert waren, wahrend C nicht infiziert wurde. 





1) Zeitschr. f. Chemotherapie Bd. 2, S. 28 (1918). 
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Leukiimischer Harn: 


A B C 
ee a ke 1,15 1,15 
SS a 11,8 12.0 
a re 7,3 7,3. 


EiweiBharn, 1,8°), Eiweif: 


A B C 
i oe 8,1 8,1 
Poem. . . ss Ue 15,15 15,4 
Chee: . . ao oe 9,9 9,9. 


Nach diesen Versuchen diirfte man wohl annehmen kénnen, 
daf bei meinen Versuchen Bakterien auf die Versuchsergeb- 
nisse keinen Kinfluf§ ausgeiibt haben kénnen. 

Hine andere Frage, welche wir zur Diskussion aufnehmen 
miissen, ist folgende: In welchem Verhialtnis steht die 
vorhandene Enzymmenge zu den erhaltenen Analyse- 
ziffern? Es sei sofort gesagt, daf} die erhaltenen Ziffern 
keineswegs den vorhandenen Enzymmengen proportional sind, 
sondern langsamer steigen als diese, was bei der Wirkung der 
proteolytischen Enzyme im allgemeinen der Fall ist. Nur bei 
geringen Enzymmengen fallen die Analyseziffern den ange- 
wandten Enzymmengen nahezu proportional aus. Zur Beleuch- 
tung des Gesagten habe ich in einigen Fallen Reihen mit 
steigenden Enzymmengen ausgefiihrt, von welchen je eine fiir 
jede Enzymwirkung angefiihrt werden mag. 











8 hasan Cas. alk. | Pept. alk.]| Cas. ac, 

Enzymmengen 
1 1,5 5,15 1,45 
2 3,0 8,9 2,7 
4 5,25 12,95 4,35 
8 8,39 17,95 6,8 
12 10,8 20,75 8,6 
16 13,35 23,05 10,0 
20 15,65 24,85 11,05 











Die erste Reihe ist mit einem anderen Harn als die bei- 
den anderen ausgefiihrt, indem fiir jede Reihe ein solcher 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXII. 18 
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Harn gewaéhlt wurde, der die betreffende Wirkung besonders 
kraftig ergab. Aus den Ziffern ist zu ersehen, daf} z. B. die 
Analyseziffer 4 und 8 nicht notwendigerweise Enzymmengen 
entsprechen, welche wie 1:2 sich verhalten, sondern vielleicht 
wie 1:3 0. d. 

Ks folgt die Frage, ob die angewandten Substrate 
— die Casein- und Peptonlésungen — von _ verschiedenen 
Bereitungen derart ungleich sein kénnen, dafi die damit er- 
haltenen Analyseziffern méglicherweise nicht vergleichbar 
sind. Es leuchtet sofort ein, dai diese Frage am meisten 
fiir die Bestimmung gréferer Enzymwirkungen von Bedeutung 
sein mufi, weil geringen Enzymmengen gegeniiber das Sub- 
strat im UberschuB vorhanden ist und folglich geringe Ver- 
schiedenheiten in dessen Menge ohne Bedeutung sein mufi, 
Ferner miissen wir uns erinnern, dafi immer Kontrollbestim- 
mungen mit dem Substrat und erhitztem Enzym ausgefiihrt 
wurden und folglich der nicht fallbare Stickstoff in Abzug 
gebracht wurde. 

Aber trotzdem diirfte es wohl méglich sein, dafi ver- 
schiedene Bereitungen der Substratlésungen nach der Einwir- 
kung der Enzyme ein wenig ungleiche Analyseziffern ergeben 
und besonders diirfte dies beim Pepton der Fall sein, das als 
ein Gemenge von verschiedenen Spaltungsprodukten des Ei- 
weifes zu betrachten ist. Um die durch Gerbsaure nicht 
faillbaren Produkte méglichst loszuwerden, habe ich, wie 
oben angegeben, die Peptonlésungen einer 3tagigen Dialyse 
unterworfen. Dadurch werden die fraglichen Produkte zwar 
zum grofien Teil entfernt, aber nicht vollstandig. Die zuriick- 
gebliebene Menge entsprach bei meinen Versuchen rund 12 cem 
0,1 n-Siure fiir das ganze Volumen der Digestionsfliissigkeit. 
Infolge der angedeuteten Versuchsfehler habe ich in solchen 
Fiillen, wo mir sehr viel daran lag, eine genaue Verglei- 
chung der Ergebnisse der Enzymwirkungen unter verschiedenen 
Verhiltnissen ausfiihren zu kénnen, mich derselben Substrat- 
lésungen bedient. 

Beziiglich der Digestionsversuche ist noch die fiir die 
Wirkung der Enzyme giinstigste Konzentration der Wasser- 
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stoffionen zu besprechen. Zunichst sei bemerkt, dafi die 
Einwirkung des Harnes auf genuines Eiweifs zwei Maxima 
hat, eines in alkalischer und das andere in saurer Lésung. 
Keines von diesen ist aber scharf begrenzt, weshalb es wohl 
richtiger sein diirfte, von zwei maximalen Gebieten zu sprechen. 
AuBerdem sind nicht immer beide in demselben Harne nach- 
weisbar. Das alkalische Maximum ist im normalen Harne 
kaum wahrzunehmen, weil die Wirkung bei alkalischer Re- 
aktion, wenn iiberhaupt vorhanden, sehr schwach ist, waihrend 
die Wirkung in saurer Lésung in allen von mir untersuchten 
Fallen deutlich vorhanden war. Die Wirkung bei alkalischer 
Reaktion kommt am meisten in gewissen pathologischen Harnen 
vor. Die Einwirkung auf Eiweif} ist aus folgender Versuchs- 
reihe deutlich zu ersehen, welche mit einem gegen destilliertes 
Wasser dialysierten Eiweifjharne (1,5°/o) ausgefiihrt wurde. 
Als Substrat diente nur das im Harne vorhandene Eiweif. 
Die Proben waren folgendermafjen zusammengesetzt: 


50 com Harn -+- 14 com H,O + +6 cem 0,1 n-NaOQH = 2,7 cem 0,1 n-Siiure 
50cem , -+l6cem , + 4ccm0,l . = %,9 cem 0,1 i 

50 cem =, -1cem , + 2cemO,l , - 6,2 ecm 0,1 ‘ 
s0ccm, -20cem , + — = 0,9 cem 0,1 . 
s0cem , + 15cem , + S5cecem0,2n-HCl = 14,9 ccm 0,1 ‘ 
od0ccem , +10cem , -+-10cem0,2 , = 17,5 ccm 0,1 

s0cem , + 5cem , +15cem0,2 , = 18,7 ccm 0,1 a 
osd0ecm , -+ Occm , -+-20cem0,2 , - 18,7 cem 0,1 


Nach 4 Tagen bei 37° wurde mit 20 ccm Gerbsiure- 
lésung und 50 ccm Filtrat fiir die Analyse genommen. Das 
Analyseresultat wurde nach Abzug des Kontrollwertes fiir das 
ganze Volumen umgerechnet. Die so erhaltenen Zahlen sind 
in die Tabelle rechts eingetragen. In diesem Falle sind die 
zwel Maxima ganz deutlich. 

Kin anderer eiweiShaltiger Harn (0,5°/0) ergab bei alka- 
lischer Reaktion folgende Zahlen: 


25 ccm Harn -+- 25 com Cas.-Lés -+- 4 cem H,O = 1,05 cem 0,1 n-Saure 


2eem , —-+ 25 ccm : + B3cem , -+1 ccm 0,1 n-NaOH 
== 1,85 cem 0,1 n-Siure 
25 ecm + 25 eem - a 29 ecm _ 2 ecm 0,1 n-NaOH 


== 2,15 cem 0,1 n-Sdure 
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25 cem Harn + 25 cem Cas.-Lés. + 1 com H,O -++ 3 ccm 0,1 n-NaOH 
= 2,0 ccm 0,1 n-Siure 
25cem , -+- 25 ccm : +0Ocem , + 4ccm0,l n-NaOH 
= 1,7 ccm 0,1 n-Séure. 
In diesem Falle wurde in der Probe, welche die gréfite 
Analyseziffer ergab (2 com NaOH), der Wasserstoffionenexpo- 
nent p,, elektrometrisch ermittelt und = 7,77 gefunden. Mit 
einem normalen Harn wurden folgende Zahlen erhalten: 
25 cem Harn -- 25 ecm Cas. -+- 2 com 0,1 n-NaOH = 2 ~~ ccm Siiure 
25cem , + 25cem , -+ 2ccmH,0 =1 25 «mm , 
Auch in anderen Fillen habe ich gefunden, dab bei der 
Untersuchung von Harnenzym mittels der Hinwirkung von 
25 ccm dialysiertem Harn auf 25 ecm Caseinlésung 2 ccm 
0,1 n-NaOH die passende Alkalimenge ausmacht, und ich habe 
deshalb bei der Bestimmung der Wirkung auf Casein bei al- 
kalischer Reaktion das Gemenge 


25 ccm Harn + 25 ccm Cas. + 2 com NaOH 


benutzt (siehe oben). 

Die Einwirkung auf Casein in saurer Liésung habe ich in 
der Gegenwart von 15 ccm 0,2 n-HCl vor sich gehen lassen, 
da diese Siuremenge zwar oft dieselben Analyseresultate er- 
gibt wie 20 ccm Siure, aber meistens etwas mehr als 10 ccm 
Siure. So wurden in einem Falle von Eiweibharn (1°/o) fol- 
gende Zahlen erhalten: 

25 ccm Harn + 25 ccm Cas. + 10 ccm H,O + 10 ccm HCl = 7,0 cem Siiure 
2Zsccm , + 25ccem , + Seem , +15ccm , ~—80cem , 
25ccm , + 25ccem , + Ocem , +20ccm , =8,0ccem , 

Zwei eiweibfreie pneumonischen Harne ergaben: 

I, II, 
25 ccm Harn + 25 ccm Cas. + 10 com H,O + 5 ccm Saéure = 6,9 6,9 
25ccm , + 25ccm , + 5ceccem , +10ccem , =9,0 8,85 
zoccem , + 25cem , + Ocem , +15cem , =9,0 9,0. 

In einem Falle habe ich elektrometrisch das p, einer 
Lésung mit 15 ccm Séure bestimmt und = 1,64 gefunden. 
Bei diesem Siuregrad ist das durch geringere Sduremengen 
ausgefallte Casein schon lingst aufgelést, und der Sduregrad 
entspricht etwa dem, bei welchem das Pepsin am besten wirkt. 
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Die Einwirkung des Harnes auf Pepton geschieht am 
besten bei schwach alkalischer Reaktion und die Einwirkung 
ist mit der Gerbsiuremethode immer leicht nachweisbar. Bei 
der Anwendung von 25 ccm Harn und 25 cem in oben be- 
schriebener Weise erhaltener Peptonlésung scheint eine Zugabe 
von 2 ccm 0,1 n-NaOH die giinstigste Wirkung zu ergeben. 
Indessen scheint immer eine gewisse Wirkung auch bei saurer 
Reaktion stattzufinden. Ich gebe hier zwei Versuchsreihen 
wieder. Bei deren Beurteilung muf} man sich erinnern, dab 
die Peptonlésung auch nach dem Dialysieren eine deutlich 
alkalische Reaktion besitzt. 

Der Harn enthielt Bence-jones Eiweifi 0,15 °/ 

25 com Harn -++- 25 cem Pept. + 16 cem H,O -- 4 cem 0,1 n-NaOH 
- 8,0 com Saéure 
25ecem , +25cem , + 18cem , + 2ccm0,1 n-NaOQH 
= 9,35 ccm Siure 
25cecem , + 25cem , -+-20ccem , -+ 0 ccm0,1 n-NaOH 
— 9,25 ccm Siure 
2,ccm , + 25ccem , -1l5ecm , + 5ccem0,2 n-HCl 
= 6,65 ccm Siiure 
25cem , +25cem , + 10cem , + 10 cem0,2 n-HCl 
= 6,20 ccm Siure 
25ccem , + 25ccm , - Feem , + 15 cem0,2 n-HCl 
= 6,55 cm Saure. 
Kiweibharn 0,3°%,. 
25 ccm Harn + 25 cem Pept. + 0 com H,O + 4 ccm 0,1 n-NaOH 
= 6,9 ccm Saure 
2;cem , +25com . + 1cecem , + 3ccm0,1 n-NaOH 
<2 90 ccm Siaure 
25cecem , +25cem , + 2ceccm , + 2ccm0,l n-NaOH 
= 7,35 ccm Saéure 
2 ccm , +25ccm , + 3ccm . + 1 ccm0,1 n-NaOH 
— 7,25 ecm Siure 
25cem , + 25ccem , + 4cecm ., + Occem0,1 com n-NaOH 
— 6,9 ccm Siure. 


In dem letzten Falle wurde in der Probe mit 2 NaOH 
Py elektrometrisch = 7,96 gefunden. 

Ks kann wohl keinem Zweifel unterliegen, dab die Kin- 
wirkung auf Pepton bei alkalischer Reaktion meistens von 
dem Harnerepsin herriihrt. Dagegen kann es nicht als un- 
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zweifelhaft betrachtet werden, dafi das Erepsin fiir die Wir- 
kung des Harnes bei saurer Reaktion verantwortlich sei, zu- 
mal diese Einwirkung auch bei demjenigen Siuregrad auftritt. 
der fiir die Pepsinwirkung am giinstigsten ist. Dafi dem so 
ist, habe ich oft beobachtet. Ein normaler Harn ergab niim- 
lich folgende Werte: 

25 com Harn —- 25 ccm Pept. + 2 ccm 0,1 n-NaOH = 6,35 ccm Siiure 

Zdcem , -+ 25cem , + 15ccem0,2n-HCl =3,35 ecem 


Méglicherweise wirkt das Pepsin auf mit Gerbsiiure fall- 
bare Albumosen derart ein, daf} sie nicht gefallt werden. 

Betreffs der Methode mag schlieflich bemerkt werden, 
dafi eine Vergleichung der mit verschiedenen Harnen erhal- 
tenen Ziffern streng genommen nur dann erlaubt ist, wenn 
ceteris paribus auch die Tagesmengen des Harnes einiger- 
mafjen die gleichen sind. Es hat sich namlich herausgestellt, 
dafi die Enzymmengen in einem gegebenen Harnvolumen gleich 
wie z. B. die Stickstoffmengen steigen, wenn unter sonst 
gleichen Verhiltnissen die Tagesmenge an Harn abnimmt. 
Daf} dem so ist, geht aus einem Versuch hervor, den ich mit 
einer gesunden Person angestellt habe. Unter méglichst glei- 
cher Lebensweise wurde 2 Tage der zwischen 8 Uhr abends 
und 8 Uhr am folgenden Morgen abgesonderte Harn gesammelt. 
Das eine Mal (A) wurden um 9 Uhr abends 700 cem Wasser 
getrunken, wiihrend das andere Mal nichts genossen wurde. 
Die Harnmenge A wurde 870 ccm und B 390 cem. Der Stick- 
stoff in 5 cem von A entsprach 28,6 cem 0,1 n-Siiure und der 
in 5 cem von B 50,6 cem 0,1 n-Siiure. Gleiche Volumina von 
A und B wurden dialysiert, auf das gleiche Volumen aufge- 
fiillt und in oben angegebener Weise die Enzymwirkungen 
bestimmt. Die Ergebnisse waren: 


A b 
eek 2 se st ee Or 0,5 
Poot, @m....:. 6.35 
ewe. ..s . 4 ee 6,1. 


Aus diesem Versuch ist also ersichtlich, dafii die Abson- 
derung der Enzyme in den Nieren nicht der Wasserabsonderung 
parallel geht, sondern wie die Absonderung der stickstofi- 
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haltigen Bestandteile des Harns von der Wasserabsonderung 
einigermafen unabhingig verliuft. Anderseits diirfte aber 
nicht behauptet werden kénnen, dafi} die Absonderung der 
Enzyme von dem Harnwasser vollkommen unabhingig wire, 
und es diirfte darum wohl angezeigt sein, nur in solchen Fiillen 
eine Vergleichung der abgesonderten Enzymmengen vorzu- 
nehmen, wo die Tagesmengen an Harn nahezu gleich sind. 
Immerhin diifte es angemessen sein, nachzusehen, ob nicht 
eine etwa vorhandene Verschiedenheit in den Knzymmengen 
in einer Verschiedenheit der Tagesmengen an Harn ihre Ur- 
sache haben kénnte. Bei den im folgenden angefiihrten Ver- 
suchsergebnissen habe ich meistens die Tagesmengen an Harn 
sowie auch in den meisten Fiillen die Analyseziffern der Stick- 
stoffmenge in 5 ccm Harn angegeben. 


Proteolytische Enzyme des normalen Menschen- 
harnes. 


Die Enzyme, deren Gegenwart im normalen Harne be- 
kannt ist, sind Pepsin, Lab und Erepsin. Daf} ein bei saurer 
Reaktion wirkendes Enzym im Harne vorkommt, wurde zu- 
erst von Briicke nachgewiesen‘); dafi dieses Enzym Pepsin 
war, wurde durch Magenexstirpation an Hunden von Matthes?) 
sowie von Frouin und Delezenne dargetan®). Das Lab 
wurde von Gritzner*) gefunden und die Gegenwart von 
Krepsin wurde zuniichst von Loeper, Tonnet und Vahram, 
obwohl, wie es mir scheint, auf nicht tiberzeugenden Griinden 
behauptet®), und dann von Hedin und Masai durch um- 
fassende Versuche bewiesen*). Ein in alkalischer Lésung auf 
genuines Eiweifi wirkendes Enzym ist nicht immer vorhanden, 
diirfte aber wohl in den meisten Fallen im normalen Menschen- 


') Sitzungsber. der Wiener Akad., math.-phys, Kl., Il. Abt. Bd. 43, 
S. 618 (1861). 

*) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm. Bd. 49, 8. 106 (1908). 

*) Compt. rend. soc. biol. Bd. 56, S. 204 (1904). 

') Bresl. arztl. Zeitschr. Nr. 17 (1882). 

*) Compt. rend. soc. biol. Bd. 77, 8. 391, 486 (1914). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 100, S. 263 (1917). 
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harn in sehr geringen Mengen vorkommen. Die mit nor- 
malem Harn erhaltenen Ergebnisse sind unten tabellarisch 
zusammengestellt. Digestionsversuche mit Casein in alkalischer 
Lésung sind nur in einigen Fallen ausgefiihrt worden, da die- 
selben immer sehr geringe Werte ergeben und die Ziffer oft 
die Versuchsfehler kaum iibersteigen, was bereits aus den 
Versuchen von Hedin und Masai hervorgeht. Die meisten 
Versuche mit normalem Harn sind von meinem Assistenten 
cand. med. H. Marcus ausgefiihrt worden, wofiir:ich ihm 
hier meinen besten Dank abstatte. Die Tabelle enthalt zu- 
nichst zwei Reihen von Beobachtungen an zwei Personen an 
aufeinander folgenden Tagen und dann isolierte Beobachtungen 
an verschiedenen Personen. Die Analyseziffern bedeuten wie 
oben ccm 0,1 n-Saéure. (Siehe nachste Seite.) 

Irgend ein Einfluf der Reaktion des Harnes, ob sauer 
oder alkalisch, ist aus den angefiihrten Ziffern nicht zu er- 
sehen. Ebensowenig habe ich eine Einwirkung der Lebens- 
weise, Arbeit oder Ruhe finden kénnen. Die erhaltenen Werte 
wechseln innerhalb ziemlich weiter Grenzen. Fiir Cas. alk. 
war die gréfte Ziffer 1,65, fiir Pept. alk. war der niedrigste 
Wert 0,8 und der gréSte 8,7 und fiir Cas. ac. waren die ent- 
sprechenden Ziffern 2,05 bzw. 7,65. 

Die erhaltenen Zahlen sind also an sich nur wenig lehr- 
reich, aber anders stellt sich die Sache, wenn wir sie mit den 
unter gewissen pathologischen Verhialtnissen erhaltenen zusam- 


menstellen. 
Pathologische Harne. 


Ich habe im Laufe mehrerer mit Fieber verbundener 
Krankheiten die Wirkungen der Harnenzyme ermittelt und 
gefunden, daf} dieselben im allgemeinen wahrend des Fiebers 
in gréferen Mengen auftreten als im normalen Harne. Da 
aber sehr oft die Harnmenge im Fieberzustande vermindert 
ist, kénnte man dieses Verhalten fiir die Zunahme der En- 
zyme verantwortlich machen. Darum bin ich bestrebt ge- 
wesen, die Enzymmengen bei derselben Person einerseits wih- 
rend des Fiebers und anderseits nach demselben in solchen 
Fallen zu ermitteln, wo die Harnmenge in beiden Fillen etwa 
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Tagesmenge} Reaktion | N in | Cas. Pept. | Cas. 
Versuchsperson | an Harn | go, Harnes |5 cem| alk. | alk. | ac. 
ccm 
G. H,, 58 Jahre 1950 schw, alk. | 20,6 — 2.45 | 3,05 4 
; 1800 ‘ 17,9 | — | 2,85 } 2,70 
: 1885 : 28,951 — — | 385 ‘ 
, 1670 : 80,45 3.00 | 4,00 z, 
: 1480 schw. sauer | 35,3 | — | 3,10] 4,70 = 
' 1650 s 32,5 — | 4,25 x 
: 1630 schw. alk. | 30,1 | — | 3,00] 4,00 ; 
M., 20 Jahre 1950 sauer 23,5 1 — | 3,5 | 4,25 # 
: 1650 ‘ 23.7 1 — | 3,05.] 3,75 a 
: 1630 , 9292 1 — | 3,9 | 2,55 i 
; 1450 33,2 | — | 4,05] 4,95 if 
? 1780 ; 1990 | — | 2187 375 ‘ 
; 1360 , 37.8 | — | 4,05] 5,25 ie 
: 1700 : 30,5 | — | 3,65] 4,95 4 
M., 21 Jahre 1350 280 1 — | 7,1 | 2,05 4 
1300 : 390 | — | 87 | 8,06 4 
, 1200 ; 37,1 | — | 5,75] 4,75 4 
i 1230 alk. 442 } — | 4,15 | 6,10 4 
M., 20 Jahre 2350 sauer 198} — | 2,6 | 3,50 3 
: 1200 ; 412 | — | 4,20] 6,30 a 
; 2100 : 15,4 | — | 135] 3,45 ie. 
; 1230 : 352 1 — | 48 | 4,75 
; 1250 34,7 - | 39 | 63 S| 
K., 24 Jahre. . 1620 ‘ 19,4 — | 335] 46 a 
T., 25 Jahre. . 1430 ‘ 97,5 | — | 3,75 | 5,45 Be 
E., 20 Jahre. . 1400 alk. 3511 — | 0,8 | 6,63 Bs 
L., 60 Jahre . . 1950 sauer 290 | — | 19 | 4,95 an 
, 1800 ; 84,4 2,95 | 4,95 a 
; 1800 , 983.7 | — | 3,75] 5,8 
‘ 1900 alk. 194 | — | 4,7 | 4,95 
M., 24 Jahre 1450 * 42.4 soe 4,4 7,65 
G. H., 58 Jahre — -- 31 108 | 385) — 
G. H., 41 Jahre — — — 0,5 1,3 — 
. - -- 35,6 | 1,65] 4,45] — 
M., 24 Jahre -— - 15,2 | 0,3 1,5 -- 
G. H., 8 Jahre. — 35,5 0,3 3,1 — 
: “a ie — | 035) 18 | — 
“ 700 sauer 40,2 — 3,75 | 3,75 
B. H., 6 Jahre. 390 neutr. 43,6 — 43 4,95 
F., 20 Jahre. . wa ao — | 0,651 406) — ; 
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die gleiche geblieben war oder zum mindesten im afebrilen 
Zustande nicht gréfer war als im febrilen. Fiir solche Unter- 
suchungen war die croupése Pneumonie besonders geeignet, 
zumal der Ubergang vom febrilen zum afebrilen Zustande in 
typischen Fillen sehr rasch verliuft. Eigentlich scheint bei 
dieser Krankheit die Enzymmenge des Harnes am gréfiten zu 
sein am Tage unmittelbar nach der Krise, wahrscheinlich aus 
dem Grunde, dafi die iiberschiissige Enzymmenge dann aus 
dem Kérper entfernt wird. 

Fiir die Bestimmung des Reststickstoffes in diesen im 
allgemeinen schwach eiweifhaltigen Harnen wurden 10 cem 
Harn mit 20 cem H,O verdiinnt und dann mit 10 ccm Gerb- 
siiurelésung gefallt, worauf vom Filtrate 20 com (= 5 ccm des 
urspr. Harnes) fiir die N-Bestimmung genommen wurden. 








oneal N in | Cas. | Pept. | Cas. 
mense | 5 ccm alk. alk. ac, 
ccm 
a 
Tag unmittelbar nach der Krise 1500 72,6 7,15 | 21,45 6,55 
Kinen Monat spiiter . . . . 1575 28,5 1,15 7,57 6,88 
Noch einen Monat spiiter . . 900 42,2 0,3 | 7,65 6,1 
II. 


Fiebertag . a ae ae 1500 60,75 | 3,1 16,0 13,15 
Tag unmittelbar nach der Krise 1000 72,1 6,23 20,97 | 13,8 
Kine Woche spiter . . . . | 1100 42,3 | 1,06 5,0 7,0 





Noch zwei Wochen spiiter 875 41,8 0,75 5,25 9,0 
[1]. 

I 5-5 iy. aS eee ae 550 77,2 3,05 17,15 9,0 

Kinige Tage nach der Krise 525 30,55 | 1,12 6,76 4,67 


Das vermehrte Auftreten der Enzyme wiihrend des Fiebers 
und unmittelbar nach demselben bezieht sich am meisten auf 
die Hinwirkung auf Casein und Pepton bei alkalischer Reaktion, 
welche Wirkungen ganz ausgesprochen vermehrt sind, wahrend 
die Kinwirkung auf Casein bei saurer Reaktion nicht so regel- 
mifiig vermehrt auftritt. 

Hs gibt aber auch afebrile Krankheiten, bei welchen die 
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Harnenzyme entschieden vermehrt sind. Zu diesen gehéren 
mindestens gewisse Faille von Leukimie. Ich habe die Ge- 
legenheit gehabt, einen Fall von myelogener Leukimie wieder- 
holt zu untersuchen. Die Ergebnisse folgen: 





Cas. Pept. Cas. 


Tag Harn- 




















der Untersuchung menge N-Menge alk. alk. ac. 
26.Mars ... 500 52,45 1,95 19,85 11,5 
4, April . . 1125 | 45,8 2,0 21,35 11,75 
eee 1250 43,1 2,85 21,50 12,25 
|. 1125 32,1 1,0 15,45 8,85 
See 500 22,85 0,9 12,05 8,25 


Der Zustand des Patienten hat sich im Laufe des Aufent- 
haltes im Krankenhause gebessert und die Enzyme haben ihrer 
Menge nach schliefilich abgenommen. 

Kin anderer Fall von myelogener Leukiimie, den ich nur 
einmal untersucht habe, ergab folgende Werte: 





Harnmenge} N-Menge 


Cas. alk. | Pent. alk, Cas. ac. 











350 | 22,1 | 2,8 | 16,55 | 8.35 

Alle Werte sind héher als die normalen, obwohl nicht in 
so ausgesprochenem Grade wie einige von den im ersten 
Leukimiefalle erhaltenen. In beiden Fallen trifft die Zunahme 
den normalen Werten gegeniiber am meisten die Einwirkung 
auf Pepton in alkalischer Lésung und lange nicht in demselben 
Grade die zwei iibrigen Enzymwirkungen. 

Die iibrigen von mir untersuchten pathologischen Fiille 
beziehen sich am meisten auf eiweifhaltige Harne. Der 
Weg, welchen ich beim Studium der proteolytischen Enzyme 
der Eiweifharne zuniichst eingeschlagen habe, war, wie beim 
Serum, die fraktionierte Falling mit Am,SO,. Bei der Unter- 
suchung des Serums fallt die primiire Protease mit der Glo- 
bulinfraktion zusammen aus, wahrend die peptonspaltenden 
Enzyme zum Teil zusammen mit der Globulinfraktion, zum 
Teil zusammen mit der Albuminfraktion ausgeschieden werden. 
Letztere Fraktion enthilt praktisch keine primare Protease, 
wohl aber eine Substanz, welche die Wirkung der primiren 
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Protease auf Casein mehr oder wenig kraftig hemmt. Bei 
der Anwendung dieser Methode auf Eiweifharne zeigt es 
sich sehr oft, dafi bei '/; oder sogar bei '/, Siéttigung kein 
Niederschlag entsteht oder nur allmahlich gebildet wird. Immer 
ist es darum anzuraten, nach der Zugabe von Am,SO, (z. B. 
300 g auf 1 1 Harn) etwa 12 Stunden abzuwarten. Bekommt 
man dabei eine Globulinfraktion, wird dieselbe durch Auflésen 
und Wiederausfallen bei '/, Sattigung mit Am,SO, gereinigt. 
Das Filtrat von dem urspriinglichen Globulinniederschlag wird 
auf Albumin verarbeitet, welches zwischen '/, und voller Sit- 
tigung mit Am,SO, ausfillt. Die Eiweififraktionen werden 
durch Dialyse von Salz befreit. 

Es hat sich nun herausgestellt, dafi die Albuminfraktion 
ein Enzym enthilt, das sich in der gleichen Weise, verhilt, 
wie das im normalen Harn vorhandene Erepsin, indem das- 
selbe zusammen mit dem im Blutglobulin vorhandenen Enzym 
eine viel kraftigere Wirkung ergibt, als beide Enzyme er- 
zeugen, wenn sie jedes fiir sich auf dieselbe Substratmenge 
einwirken'). In der Globulinfraktion des Harnes kann man 
dagegen in gewissen Fallen ein Enzym nachweisen, das wie 
das Enzym in dem Blutglobulin sich verhilt, indem dasselbe 
zusammen mit der Albuminfraktion eine kriftigere Wirkung 
erzeugt als beide Enzyme fiir sich. Folglich enthalten die 
beiden Kiweibfraktionen aus dem Harn Enzyme, welche die- 
selben Kigenschaften besitzen wie die in den entsprechenden 
Fraktionen des Blutserums vorhandenen. Ein wesentlicher 
Unterschied liegt aber in der Tatsache, daf, soviel ich habe 
finden kénnen, eine Substanz, welche die Enzymwirkung vom 
Globulinenzym hemmen wiirde, in den Harnfraktionen nicht 
vorhanden zu sein scheint, wohl aber im Serum und nament- 
lich in der Albuminfraktion angetroffen wird’). | 

Harn von L., Nephrosis. 1°/o Hiweif} (Esbach). Die 
zwei HKiweiffraktionen wurden hergestellt und werden mit 
Glob. L. und Alb. L. bezeichnet. Die im folgenden angewandten 
Blutglobuline waren in so wenig NaOH wie méglich aufgelést. 


') Vel. diese Zeitschr. Bd. 100, S. 268 (1917). 
2) Ebenda Bd. 104, S. 11 (1918). 
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Pferdeglobulin mit Alb. L. 


20 ccm Pf.-Gl. + 50 cem Alb. L. -++- 50 ccm Cas. + 2 com 0,1 n-NaOH 
20 ccm » + 50ccm ,erh.+50ccm , +2ccm0,1_  , 

20 ccm , erh.+ 50cemAlb.L.+ 50cem , +2cem0,1_ , 
.(220cem , +50cemAlb.L.)erh.+ 50 ccm , 2 ccm 0,1 


Pp Yr 


Nach 4 Tagen bei 37° wurde mit 50 ccm Gerbsiure ge- 
fillt und 75 cem Filtrat fiir die N-Bestimmung genommen. 
Die Ergebnisse waren: 

Nr. 1 28,7 ; nach Abzug vom Kontrollwert 27,4; Zunahme 17,45 
Nr. 2 10,55; 4 : ‘ ) 9.95 

Nr. 3 | ‘ . ss 0,7 , 

Nr. 4 1,8. 

Die Summe der zwei Enzymwirkungen, wenn die Enzyme 
jedes fiir sich wirkten, war also 9,95, wiihrend beide zu- 
sammen die Ziffer 27,4 ergaben. Zugleich ist zu ersehen, daf} 
das Alb. L. allein eine sehr unbedeutende Wirkung ergab (0,7) 
und wir kénnen daraus schliefen, dafi dasselbe praktisch frei 
von primiirer Protease war. 

tindsglobulin mit Alb. L. 

Der Versuch war in der gleichen Weise angeordnet wie 
der obige mit Pferdeglobulin und Alb. L. Die Ergebnisse 
waren: 


Nr. 1 14,45; nach Abzug vom Kontrollwert 13,15; Zunahme 11,4 
Nr. 2 245; ana ; a cu 

Nr. 3 a... aa : eS 

Nr. 4 1,8. 


Auch hier finden wir eine starke Zunahme und eine sehr 
schwache Wirkung von Alb. L. allein. 


Glob. L. mit Alb. L. 


1. 10 com Glob. L. +- 50 com Alb. L. +- 50 com Cas. + 2 com 0,1 n-NaOH 
2. 10 cem » +50cem ,erht+50cem , +2ccm0,l_, 
3. 10 ccm , erh.+-50cemAlb.L.+ 50cem , +2ccm0,1_ , 
4. (10 ccm » +50cemAlb.L )erh.+ 50cem . +2ccm0,l_, 


4 Tage bei 37°; 50 ccm Gerbsiure; 75 ccm Filtrat. 


Nr. 1 13 ; nach Abzug vom Kontrollwert 11,65; Zunahme 4,05 
Nr. 2 8,2 : A xe * pest 16 

Nr. 3 + ee ; 0,75 J’ 

Nr, 4 1,35. 
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Das Glob. L. (Nr. 2) zeigt allein eine ziemlich starke 
Wirkung, wahrend das Alb. L. (No. 3) wie vorher nur eine sehr 
schwache Wirksamkeit besitzt. Beide zusammen (Nr. 1) ent- 
wickeln eine viel kriftigere Wirkung als beide, wenn jedes 
fiir sich wirkt. Das Harnglobulin enthilt also in diesem Falle, 
wie oben die Blutglobuline, eine primare Protease. 

Kin anderer Harn (von E. S., sekundire Schrumpf- 
niere) mit etwa 1°/o Eiweifi wurde in der gleichen Weise 
untersucht. Die EKiweififraktionen werden mit Glob. S. und 
Alb. S. bezeichnet. 

Glob. S. mit Alb. 8. 

Die Proben waren folgendermafen zusammengesetzt: 

25 ccm Glob. S -+- 25 cem Alb. S. -+- 50 com Cas. + 2 com NaOH 
und der Versuch wurde wie der eben erwahnte Versuch 
Glob. L. mit Alb. L. ausgefiihrt. Die Ergebnisse waren: 


Nr. 1 17,1 ; nach Abzug vom Kontrollwert 15,4: Zunahme 3,95 
Nr. 2 3 Baa ‘ 7 11,2 | Z 

Nr, 3 195; , oe ; Oy ean 

Nr. 4 ih 


In diesem Falle war die Wirkung von dem Albumin be- 
sonders gering und auch hier war folglich das Albumin prak- 
tisch frei von primirer Protease. Auch sonst waren die Er- 
gebnisse dieselben wie im letzten Versuch mit dem Harn L. 

Harn von R., sclerosis renum., Alb. 0,3°/o. Es wur- 
den die Albuminfraktionen ‘Glob. R. und Alb. R. hergestellt. 
Um das Globulin so frei wie méglich von Erepsin zu erhalten, 
habe ich dasselbe 5mal mit Am,SO, gefallt. 

Pferdeglobulin mit Alb. R. 

Der Versuch wurde wie oben Pferdeglobulin mit Alb. L. 
ausgefiihrt. Die Ergebnisse waren: 


Nr. 1 30,6 ; nach Abzug vom Kontrollwert 28,4; Zunahme 9,95 


Nr. 2 19,2 ; b . ” > 17,0 sie 
Ny. 3 3,65; ‘, " : : oe 18,45 
Nr. 4 $3. 


Glob. R. + Alb. R. 
Der Versuch wurde wie oben der Versuch Glob. L. mit 
Alb. L. ausgefiihrt: 
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Nr. 1 13,65; nach Abzug vom Kontrollwert 12,35; Zunahme 3,35 


Nr. 2 aol = r ‘ ‘ 7,4) 9,0 
Nr. 3 faa ‘ ' ‘ 1,6 J 
Nr. 4 1,3. 


Zum Vergleich wurde in diesem Falle Pferdeglobulin mit 
Glob. R. zusammen untersucht. Die Proben waren also: 


1. 10 ccm Pf,-Gl. + 10 cem Glob. R. -+- 50 ccm Cas. + 2 NaOH 
2. 10 ccm » +10ccm ' erh. +50 com , +2 , 
3. 10 ccm , erh. + 10ccm Glob. R.+50cem , +2 , 
4. (10 com » -7 10 ccm Glob. R.) erh. + 50ceom , +2 = , 
4 Tage bei 37°; 50 com Gerbsiure; 75 ccm Filtrat. 
Nr. 1 26,8; nach Abzug vom Kontrollwert 24,5 
Nr. 2 22.7; ,. ‘ a 20,4 \ 27:7 
Nr. 3 6; . J ; ‘ i? Si 
Nr. 4 2,3. 


Aus dem Versuche Pferdeglobulin mit Alb. R. geht her- 
vor, daf} das Alb. R. Erepsin enthilt, aber nur wenig primiire 
Protease; aus dem Versuche Glob. R. mit Alb. R. ergibt sich, 
daf} das Glob. R. primire Protease enthalt, und aus dem Ver- 
suche Pferdeglobulin mit Glob. R. kann ersehen werden, daf 
die Summe der Wirkungen der beiden Enzyme, wenn sie jedes 
fiir sich wirken, gréfer ist als wenn sie zugleich auf dasselbe 
Substrat wirken. Das Glob. R. ist also nicht wie das Alb. R. 
imstande, die Wirkung des Pferdeglobulins zu erhdhen, und 
kann also nicht irgendwelche gréfiere Mengen an Erepsin 
enthalten. 

Rei der Untersuchung der drei eben besprochenen Eiweifi- 
harne ist es mir also gelungen, die Gegenwart von sowohl 
einer primiren Protease als von Erepsin nachzuweisen; erstere 
wird (wahrscheinlich zusammen mit etwas Erepsin) mit der 
Globulinfraktion ausgefillt und letzteres mit der Albuminfrak- 
tion. Es gelingt aber nicht, in jedem Harn die zwei Enzyme 
in der Weise voneinander zu scheiden. Die Scheidung wird 
offenbar schwieriger in demselben Mafie, wie die Globulin- 
fraktion im Harne gering ist, und wird in der Weise eventuell 
unméglich. Ist die Globulinmenge einigermafien bedeutend, 
scheint alle primire Protease mit derselben ausgefallt zu wer- 
den und es fallt nicht schwierig, das Erepsin in der Albumin- 
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fraktion praktisch frei von primiirer Protease zu bekommen. 
Zusammen mit der primiaren Protease scheint wohl immer 
‘etwas Erepsin auszufallen und bei grofien Erepsinmengen ist 
es darum schwierig, die primare Protease geniigend frei von 
Erepsin zu bekommen. 

Da also die Scheidung der beiden Enzyme oft mit 
Schwierigkeiten verbunden ist und wohl nie vollkommen ge- 
lingt, und man aufierdem in dieser Weise keine Vorstellung 
von deren Mengen bekommt, habe ich auch bei KiweiBharnen 
die Enzymmengen in der gleichen Weise zu ermitteln ver- 
sucht, wie ich oben fiir andere Harne angewandt habe. Ich 
habe also die Einwirkung des zunichst filtrierten und dann 
dialysierten Harnes in alkalischer Lésung auf Casein und auf 
Pepton zu bestimmen versucht und ebenso die Einwirkung auf 
Casein bei saurer Reaktion. Diese Bestimmungsart kann jetzt 
etwas eingehender als vorher begriindet werden und aufierdem 
mu in Erwigung genommen werden, inwiefern die Gegen- 
wart des Harneiweifies auf die Ergebnisse einwirken kann. 

Aus den eben beschriebenen Versuchen mit Eiweifharnen 
geht hervor, daf} das Harnerepsin in solcher Reinheit erhalten 
werden kann, daf} es wohl zusammen mit primirer Protease 
eine sehr kraftige Einwirkung auf Casein ausiibt, aber allein 
nicht imstande ist, das Casein anzugreifen. Durch die Protease 
etwa gebildete primiire Spaltungsprodukte (Albumosen) kénnen 
also durch das Erepsin weiter gespalten und in Substanzen 
iiberfiihrt werden, welche nicht mit Gerbsiure gefallt werden. 
Die in Kiweifharnen vorhandenen bedeutenden Erepsinmengen 
diirften wohl geniigen, um die Uberfiihrung der gebildeten 
Albumosen in nicht fillbare zu sichern. In der Weise wird 
die Caseindigestion in alkalischer Lésung ein ziemlich guter 
Ausdruck fiir die Menge der primiéren Protease und anderer 
auf Casein einwirkender Enzyme. 

Schwieriger scheint die Bestimmung des Erepsins durch 
dessen EKinwirkung auf Wittes Pepton, da es bis jetzt nicht 
bewiesen ist, dafi das Erepsin das einzige Enzym ist, das auf 
Pepton einwirkt. Man kénnte sich wohl denken, daf die 
primiire Protease oder andere eventuell vorhandene Enzyme 
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auch imstande waren, in Wittes Pepton etwa vorhandene, 
durch Gerbséure fillbare Substanzen in nicht fiallbare iiber- 
zufiihren. In der Tat hat es sich auch herausgestellt, daf 
die Globulinfraktion des Blutes, welche primire Protease ent- 
hilt, auch auf Wittes Pepton einzuwirken imstande ist. 
Dies kann in zweierlei Weise gedeutet werden. Entweder 
wirkt die primare Protease selbst auf Wittes Pepton ein 
oder es war in dem genannten Fall durch Erepsin verun- 
reinigt. Die weitere Diskussion dieser Frage mu bis nach 
dem Bericht tiber einige neue Versuche mit Eiweibharnen 
verschoben werden. 

Es eriibrigt, die Frage nach dem Einflufi des Harn- 
eiweifies auf die von mir angewandte Bestimmungsweise der 
Harnenzyme zu erértern. Ich habe zunichst versucht, dieser 
Frage in der Weise niherzutreten, daf} ich die Harnenzyme 
einmal auf das Harneiweifi allein einwirken lief} und zweitens 
einen Teil des Eiweifharnes durch Caseinlésung ersetzte. Die 
Versuche waren folgende: 


Harn von G. A., Nephrosis, Hiweifi = 0,9°/,: 
. 50 ccm Harn + 13 com H,O + 2 ccm 0,1 n-Na OH 


—s 


2.50cen , + 15ccm H,O 

3.50cem . + 15 ccm 0,2 n-HCl 

4.50cem ,,_ erhitzt + 15 com H,O (Kontrolle) 

5. 25ccem . +25 ccm Cas. + 138 H,O + 2cem 0,1 n-NaOH 
6. 25cem ., +25cem , +15 ccm 0,2 n-HCl 

7. 25cem ,_ erhitzt + 25 com Cas. + 15 ccm H,O (Kontrolle). 


4 Tage bei 37°; 20 ccm Gerbs&ure; 50 ccm Filtrat. 


Nach Abzug der Kontrollwerte und Umrechnen fiir die 
ganze Fliissigkeit waren die erhaltenen Ziffern: 


Nr. 1 1,8 
Nr. 2 0 
Nr. 3 15,8 
Nr. 5 16,15 
Nr. 6 = 8,93. 


Harn von K. W., Nephrosis, Eiweifg = 1,1%o: 


1. 50 ccm Harn-+- 8 ccm H,O + 2cem 0,1 n-NaOH 
2.50ccem , + 10ccm 0,2 n-HCl 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXII. 
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' Kontrolle 
3. 25 ccm Harn -+ 25ccm Cas.+- 8 ccm H,O-+ 2 ccm 0,1 n-NaQH 
4,25ccm , -+25ccm , + 10ccm 0,2 n-HCl 


Die Analysen wurden wie im eben angefiihrten Versuche 
ausgefiihrt. Die Ergebnisse waren: 
ot oe 
Nr. 2 20,8 


Nr. 3 13,85 
Nr. 4 9,63. 


Es leuchtet sofort ein, daf in den zwei angefiihrten Ver- 
suchen das Harneiweif} mit Siure gréfere Ziffern ergab als 
mit Alkali, wihrend in der Gegenwart von Casein ein gréBerer 
Umsatz erhalten wurde mit Alkali als mit Saure. Woran 
diese Verschiedenheit liegt, kann ich einstweilen nicht ent- 
scheiden. Man kénnte gegen die Ausfiihrung der Versuche 
einwenden, daf} die Konzentration der H-Ionen in den ent- 
sprechenden Versuchen ohne und mit Casein vielleicht nicht 
ganz dieselbe war, aber der Unterschied diirfte jedenfalls 
nicht grof} angeschlagen werden kénnen, und in Anbetracht 
der Tatsache, dafi der Umsatz bei einer geringen Anderung 
der Alkalinitét oder der Aciditét sich nur wenig andert, kann 
diese Fehlerquelle nur einen geringen Einflufi auf die Ziffern 
ausgeiibt haben. Es muf} auBerdem die Aufmerksamkeit dar- 
auf hingelenkt werden, dafi in den Proben mit 50 cem Harn- 
eiweif} die vorhandene Enzymmenge doppelt so grof} war wie 
in den Caseinproben mit 25 ccm Harn. Dies erklairt zum 
Teil die grofen Ziffern bei saurer Reaktion mit Harneiweif} 
denjenigen mit Casein gegeniiber, erklirt aber nicht, warum 
das Harneiweif} allein in alkalischer Lésung so kleine Werte 
ergibt. In Anbetracht des betraichtlichen Umsatzes des Harn- 
eiweifies in saurer Lésung scheint es wahrscheinlich, daf} 
dieser Umsatz auf die Ziffern einwirken mu, welche bei der 
Enzymwirkung in saurer Lésung nach meinem Verfahren er- 
halten werden, und ich bin geneigt anzunehmen, da} dies die 
Erklirung der Tatsache sein muff, dafi die Harne mit viel 
Eiweif} fiir Pepsin gréBere Ziffern ergeben haben als normale 
Harne. 
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Das Verhalten des Harneiweifies bei alkalischer Reaktion 
habe ich in noch zwei anderen Versuchen gepriift, und zwar 
in der Weise, daf} ich eine gegebene Harnmenge einmal allein 
digeriert habe und dann auch mit Casein zusammen. Diesmal 
war also in beiden zu vergleichenden Proben dieselbe Harn- 
menge, aber verschiedene Hiweifimengen vorhanden. 


Harn von L., Amyloidniere, Eiweifi = 0,7°%o: 

1. 25 com Harn -++ 25 com H,O +- 1 com 0;1 n-NaOH 

2. Kontrolle 

3. 25 ecm Harn + 25 ccm Cas. +- 1 ccm 0,1 n-NaOH 

4, Kontrolle. 

Nach Abzug der Kontrollwerte und Umrechnen fiir das 
ganze Volumen waren die Ziffern: 

Nr. 1 0,3 
Nr. 3 14,95. 

Der andere Harn (von einem Patienten mit Amyloidniere 
und 1,2°/o Eiweif}) wurde in der gleichen Weise ausgefiihrt 
und ergab: 

Nr. 1 0 
Nr. 3 16, 

Die zwei letzten Versuche zeigen noch mehr als die 
vorher erwihnten, wie schwer angreifbar das Harneiweif ist 
in alkalischer Lésung, insbesondere wenn verglichen mit dem 
Casein, und es scheint ausgeschlossen, dafi das Harneiweifi 
durch eigene Aufspaltung irgendwelchen vermehrenden Ein- 
flu} ausiiben kénne auf die Ziffern, welche die Wirkung auf 
Casein bei alkalischer Reaktion wiedergeben. Dagegen wire 
es wohl méglich, dafs das Harneiweif durch Bindung eines 
Teiles der Enzyme die Aufspaltung von Casein gewissermafien 
hemme. 

Ich gehe jetzt zur Besprechung der einzelnen Fille von 
EiweiBharnen iiber. Zuniichst sei bemerkt, daf} die Eiweif- 
mengen mit Esbachs Methode bestimmt wurden und dal} die 
nicht als Eiweif} vorhandene N-Menge in der Weise ermittelt 
wurde, dafsi 10 cem Harn zuniichst mit 20 ccm Wasser ver- 
diimt und dann mit 10 cem Gerbsiurelésung gefallt wurde. 
Vom Filtrate wurden 20 ccm, die 5 ecm des urspriinglichen 
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Harnes entsprechen, fiir die N-Bestimmung genommen. Die 
Harne mit nur wenig Eiweifi ergeben gewoéhnlich Enzymwerte, 
welche die normalen kaum iibersteigen. Ein Ansteigen der 
Enzymwerte zeigt sich gewéhnlich zuniichst beziiglich der 
Wirkung auf Casein bei alkalischer Reaktion. LEinige Fille 
mit verhiltnismaBig wenig Eiweifi sind: unten tabellarisch 
zusammengestellt. | 





Harn- | Alb.- 





ice : Cas. | Pept.]| Cas. 
Klin. Diagnose menge}|menge} N. ae ba 
com | °/o com 
Glom. nephr. (geheilt). . . 550 |Spuren} 19,5 0,6 3,6 7 4,15 
‘ mit Blut . . {| 2100] 0,4 | 2455] 4,3 9,6 | 5,85 


‘ : oo « » « «| S260) O26 5 eee: 1s 5,35] 5,0 
‘ - + Nephrosis . | 1302 | 0,4 | 18,1 14 | 12,65] 4,25 
Amyloid ..... . «4 2000] 0,55 | 13,3 4,5 6,35] 6,55 




















In mehreren Fallen mit viel Eiweif} habe ich versucht, 
die gesamten Enzyme durch Sittigen des Harnes mit Am, SO, 
zusammen mit dem Eiweif} auszufillen, wonach die in den 
dialysierten Niederschligen vorhandenen’' Enzymmengen mit 
den in dem direkt dialysierten Harne enthaltenen in oben 
beschriebener Weise verglichen wurden. Natiirlich wurde 
dafiir Sorge getragen, dab die ausgefillte Eiweifimenge nach 
der Dialyse dasselbe Volumen einnahm wie die entsprechende 
Menge im direkt dialysierten Harne. Wenn die Eiweifimengen 
geniigend grof} sind, werden zusammen mit dem Eiweif die 
gesamten Enzymmengen mitgerissen und man bekommt bei 
den drei Enzymbestimmungen etwa die gleichen Werte mit 
dem ausgefillten Eiweifs wie mit dem nach direkter Dialyse 
analysierten Harne. Ein Beispiel eines solchen Falles ist 
folgendes: 


G. A., Nephrosis: 


Harnmenge Alb. Rest-N. Cas. alk. Pept. alk, Cas. ac. 
1200 1,1 27,8 direkt dial. 16,15 19,65 8,93 
Gefallt 16,55 18,25 8,26 


Einen Monat spiter, neuer Harn 
1500 0,9 19,1 direkt dial. 14,0 16,0 8,85 
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Dieser Harn ergab nach 3 Wochen im Eisschrank 


Cas. alk. Pept. alk. Cas. ac. 
6,9 16,0 8,4. 


Das Vermégen, auf Casein bei alkalischer Reaktion ein- 
zuwirken, hatte also waihrend des Aufbewahrens des dialy- 
sierten Harnes abgenommen; die zwei anderen Enzymwirkungen 
waren dagegen ungeschwiicht vorhanden. In diesem Falle ist 
also ein Enzym zerstért worden, das bei alkalischer Reaktion 
auf Casein, aber nicht auf Pepton einzuwirken imstande war. 
In diesem Harne waren die in den drei Weisen bestimmten 
Enzymwirkungen etwa die gleichen, gleichgiiltig, ob die En- 
zyme zunichst zusammen mit dem Hiweifi ausgefallt wurden 
oder nicht. In den meisten von mir in dieser Weise unter- 
suchten Fiillen stellt sich aber die Sache so, daf} nach Aus- 
fillen mit Am,SO, die Kinwirkung auf Casein bei alkalischer 
Reaktion kraftiger war als ohne Ausfillen. Aufierdem stellt 
es sich heraus, dafi wie im eben beschriebenen Falle die Ein- 
wirkung bei alkalischer Reaktion auf Casein beim Aufbewahren 
des Harnes im allgemeinen abnimmt, wihrend die beiden 
anderen untersuchten Enzymwirkungen praktisch unverdndert 
blieben. 


Beispiele. 
I. F. P., Hg-Nephrosis. 
Harnmenge Alb.  Rest-N. Cas. alk. Pept. alk. Cas. ac. 
440 1,8 52,1 direkt dial. 2,85 18,4 12,35 
Gefallt 15,8 16,3 11,4 


Letztere Harnprobe wurde 3 Wochen spiiter wieder untersucht: 
7,9 15,4 9,9. 


Anderer Harn von demselben Patienten ergab: 


625 1,5 — direkt dial. 5,50 21,25 12,9 
Gefallt 15,6 20,95 12,15 


Il. N. A., Nephrosis + Glom, nephr. 


875 0,65 21,2 direkt dial. 7,2 13,55 8,75 


Nach 7 Wochen im Eisschrank: 




























278 S. G. Hedin, 


lil. W., Nephrosis. 


Harnmenge Alb.  Rest-N. Cas. alk. Pept. alk. Cas. ac. 
1500 1,4 — direkt dial. 13,35 19,02 9,63 
Gefallt 21,3 23,1 8,46. 
IV. J. P., Glom. nephr. + Nepkrosis. 
1125 1,6 16,1 direkt dial. 11 12,7 — 
Gefallt 17,75 13,6 _- 
V. G.A., Glom. nephr. 
1000 0,7 50,7 direkt dial. 4,3 13,05 --- 
Gefallt 11,2 12,05 — 
VI. Amyloid. renum. 
450 2,0 68,7 direkt dial. 44,35 29,25 7,8. 
Nach 14tigigem Aufbewahren ergab derselbe Harn: 
54,8 21,85 8,15 
und nach neuen 14 Tagen: 
F 52,8 13,7 7,03. 


Ks ergibt sich also aus den angefiihrten Versuchen mit 
viel Eiweif} enthaltenden Harnen, dafi die drei untersuchten 
Enzymwirkungen Ziffern ergeben haben, welche im allgemeinen 
gréfier sind und meistens viel gréfer sind als die normalen. 
Diese Zunahme trifft am meisten die Einwirkung auf Casein 
bei alkalischer Reaktion und am wenigsten die Einwirkung 
auf Casein bei saurer Reaktion. Die gréfiten Ziffern, welche 
ich fiir die Wirkung auf Casein und auf Pepton bei alkalischer 
Reaktion erhalten habe, sind die mit Harn VI erhaltenen. 

Auffallend ist es, daf} die Wirkung auf Casein bei alka- 
lischer Reaktion fast unabhaingig von den anderen Enzymen 
varliert, indem dieselbe einerseits beim Fallen des Eiweifies 
mit Am,SO, an Wirkungsvermégen oft zunimmt, anderseits 
beim Aufbewahren meistens abnimmt. Dies beweist, dafi die 
Kinwirkung auf Casein mindestens zum Teil von einem Enzym 
herriihrt, das nicht auf Wittes Pepton einwirkt. Daf die 
ganze Einwirkung auf Casein durch ein solches Enzym herbei- 
gefiihrt werde, geht doch aus diesen Versuchen nicht hervor. 

Wie die Zunahme der Enzymwirkung bei der Ausfallung 
mit Am,SO, zustande kommt, dariiber kann ich gegenwirtig 
keine Ansicht aussprechen. Hier diirfte es geniigen, daran 
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zu erinnern, daf} eine gleiche Erscheinung beim Blutserum 
zutage tritt. Wie ich in meiner Mitteilung iiber die proteo- 
lytischen Enzyme des Serums dargetan habe, wirkt das Serum 
von Pferd und Rind nicht direkt auf Casein ein, wohl aber 
bekommt man eine solche Wirkung, wenn man mit Am,SO, 
die Globulinfraktion ausfallt und deren EKinwirkung auf Casein 
bei alkalischer Reaktion untersucht. 

Die stirkere Einwirkung, welche mit EiweiBharnen auf 
Casein und Pepton erhalten wird, kann nicht an dem Gehalt 
der Harne an Eiweif} liegen. Dieses Eiweifs ist nimlich in 
alkalischer Lésung gegen die Harnenzyme sehr resistent, was 
aus den oben (S. 273—275) angefiihrten Versuchen hervorgeht. 

Unter den von mir untersuchten Harnen ergaben die Ki- 
weiBharne die verhialtnismifig stairkste Wirkung auf Casein 
bei alkalischer Reaktion, obwohl auch die Wirkung auf Pepton 
bedeutend war. Der leukimische Harn (S. 267) ergab dagegen 
eine verhaltnismifig starke Wirkung auf Pepton, aber eine 
sehr geringe auf Casein. Es war deshalb zu vermuten, dai 
die proteolytischen Enzyme der beiden Arten von Harn ein- 
ander ergiinzen wiirden, und ich habe folglich gepriift, ob 
miglicherweise beide Harne zusammen eine gréfere Wirkung 
auf Casein bei alkalischer Reaktion ergeben als die Summe 
beider Wirkungen, wenn sie unter den gleichen Bedingungen 
jedes fiir sich wirken. Zu dem Zwecke habe ich dieselbe 
Methode angewandt wie vorher, wenn ich und Masai die 
Gegenwart von Erepsin im normalen Harne nachwiesen. Der 
Kiweibharn war der Harn von G. A. (Harn V, S. 278) und der 
leukimische Harn war der 8S. 267 zuerst besprochene: 

25 ccm Eiw.harn. + 10 ccm leuk. Harn+ 25 ccm Cas.-Liés. + 2 com NaOH 


if 
? 


. 25 cem Z +-10ccem , , erh.+25ccm , +2cecm , 
3. 25 ccm ,erh.+10cem , . +25ccm , +2ccm , 
4, (25 com - +10cem , »erh.+25ccm , +2cem , 


Nach 4 Tagen bei 37° wurde mit 30 ccm Gerbsaurelésung 
gefaillt und 50 ccm Filtrat fiir die Analyse genommen. Nach 


Abzug des Kontrollwertes waren die Analyseziffern: 
Nr. 1 20,15 
Nr. 2 14,15 


Nr. 3 vi sai 
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Der Uberschuf von Nr. 1 iiber Nr. 2 + Nr. 3 war zwar 
nicht grof, aber doch vollkommen beweisend; dasselbe wiirde 


gréfier ausgefallen sein, wenn der EiweifSharn weniger Erepsin 
enthalten hiitte. 


Schluiiworte. 


Der Frage nach den proteolytischen Enzymen des normalen 
und pathologischen Harnes habe ich in der Weise naherzu- 
treten versucht, daf} ich mit dem dialysierten Harne folgende 
Bestimmungen ausgefiihrt habe: 


1, Einwirkung auf Casein bei alkalischer Reaktion; p,, 
rund = 8, 

. Einwirkung auf Wittes Pepton bei alkalischer Re- 
aktion; py, etwa = 8, 

3. Einwirkung auf Casein bei ziemlich stark salzsaurer 
Reaktion; py etwa = 1,6. 


bo 


Die Einwirkung auf Casein bei alkalischer Reaktion ist 
im normalen Harne entweder keine oder nur eine sehr geringe. 
In gewissen pathologischen Fillen, z. B. im Fieberstadium 
der croupésen Pneumonie, ist sie entschieden vermehrt und 
in Harnen mit viel Hiweifi ist sie am gréBten, obwohl die 
Enzymmenge auch in solchen Fallen stark wechseln kann, 

Die Aufspaltung von Wittes Pepton in alkalischer Lé- 
sung ist bereits im normalen Harne immer deutlich nach- 
weisbar; bei der Pneumonie ist sie im Fieberstadium deutlich 
vermehrt und in den untersuchten Fallen von Leukimie ist 
sie auch vermehrt, ohne daf} die Kinwirkung auf Casein irgend- 
welche ausgesprochene Zunahme erfahren hat. In Harnen 
mit viel Eiweif} ist die Einwirkung auf Pepton meistens stark 
vermehrt. 

Die Einwirkung auf Casein bei saurer Reaktion, die be- 
reits im normalen Harne sehr deutlich ausgesprochen ist, hat 
keine regelmaBige Zunahme gezeigt; in EHiweifiharnen ist sie 
ziemlich grof}, was indessen aus der Einwirkung des Enzyms 
auf das Harneiweifi erklart werden kann. 

Dafi im Harne ein Enzym vorhanden sein kann, das 
Pepton angreift, aber nicht auf Casein einwirkt, geht bereits 
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daraus hervor, dafi normaler Harn immer Pepton spaltet, aber 
nicht immer Casein. Auch habe ich aus Eiweifsharnen Lé- 
sungen bereitet, welche wohl Pepton, aber nicht Casein angreifen 
(S. 269—270). Anderseits deuten verschiedene Beobachtungen 
an Eiweifsharnen darauf hin, dafi in solchen Harnen ein En- 
zym vorhanden sein kann, das Casein aufspaltet, aber nicht 
Pepton. Indessen scheint es nicht ausgeschlossen, dafi aufer- 
dem noch Enzyme vorhanden sein kénnen, welche sowohl auf 
Casein wie auf Pepton einwirken. 


Die Arbeiten werden in meinem Laboratorium fortgesetzt. 














Versuche zur Darstellung hochaktiver Saccharasepraparate. 


V. Mitteilung. 


Uber den Phosphorgehalt gereinigter Saccharaselésungen 
nach erschépfender Dialyse und tiber Mikrobestimmungen 
des Phosphors. 


Von 
H. vy. Euler und 0. Svanberg. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17, Januar 1921,) 


1. Altere Arbeiten. 


Die ilteren Saccharasepriparate, welche ohne Anwendung 
von Dialyse dargestellt worden waren, enthielten meist viel 
— 10 bis 20°, selbst bis zu 30° — Asche, und es war 
bald erkannt worden, dafi Phosphate den Hauptteil dieser 
Asche bilden. Man hat dies mit dem Umstand in Verbindung 
gesetzt, dafi die gesamte Hefenasche nach Analysen von 
Liebig und eingehenderen Untersuchungen von Lintner’) 
im Mittel etwa 50% P,O, enthilt. 

Die naheliegende Frage, ob die Asche der Saccharase- 
priparate als wesentlicher Enzymbestandteil anzusehen ist, 
wurde seither in verschiedener Weise beantwortet. 

W. A. Osborne?®) erhielt in seinem Ausgangspriparat A 
44,6 bzw. 31,6°/o Asche. Die wifirigen Ausziige daraus (F 1) 
zeigten Aschengehalte von 29,5 bzw. 19,96°/o. Durch Dia- 
lyse wurden dann diese grofien Aschenmengen stark erniedrigt, 


1) Lintner, Zeitschr. f. d. ges. Brauw. Bd. 6, 8, 397 (1883). 
2) W. A. Osborne, Diese Zeitschr, Bd. 28, 8. 399 (1899). 
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and zwar bis auf 1,72 bzw. 1,83°/o. Man sieht — schreibt 
Osborne — da sich die der wirksamen organischen Sub- 
stanz urspriinglich beigemengten anorganischen Bestandteile 
am so vollstindiger durch die Dialyse entfernen lassen, je 
langer die letztere dauert, und zwar ohne daf} der organische 
Rest eine Einbufie an Wirksamkeit erleidet. .Die Aschen- 
bestandteile gehéren also jedenfalls nicht zur Kon- 
stitution des fraglichen Kérpers.‘ 

Kélle') gibt fiir seine Priparate, deren Aktivitiét ver- 
mutlich gering, jedenfalls ungeniigend definiert”) war, Aschen- 
cehalte von 10,7 bis 3,96°/o an. Die Zusammensetzung der 
Asche wird nur qualitativ angegeben: Phosphorséure, Kalium 
und Magnesium. 

Salkowski*) erhielt Praiparate mit 25 bis 7°/o Asche, in 
welcher die Phosphorsiure quantitativ bestimmt wurde. Er 
kommt zum Resultat, dafi 6,77. P = 15,48% P,O, .,ganz 
sicher aus organischem Phosphor stammen‘, und sieht diesen 
Wert als Minimalwert des Gesamtpriiparates an. Da die 
Aktivitit der Priiparate nicht festgelegt ist”), lassen sich 
seine Angaben (1. c. S. 321 bis 323) nicht weiter verwerten. 

Oshima‘) macht iiber den Phosphorgehalt seiner Pra- 
parate keine Angaben. 

Hafners*) Ausgangspriparate zeigten ebenfalls einen 
ziemlich hohen Aschengehalt, welchen dieser Forscher durch 
Dialyse herabdriicken konnte (ca. 15 bis 5°/o). Die Asche 
wurde quantitativ analysiert und ergab 81,54 bzw. 82,70°/o 
P,O;. Im iibrigen enthielt die Asche Kalium, Magnesium, 
Calcium und SO, Auf Grund seiner Dialyseversuche kommt 
Hafner zur Auffassung, ,daf der Phosphor in seinen 
verschiedenen Priparaten zum grofen Teil organisch 
xebunden war“. Hafner fiigt allerdings die Bemerkung 


') Kélle, Diese Zeitschr. Bd. 29, S. 429 (1900). 
*) Siehe hierzn Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 107 
~. 504 (1919). 
5) Salkowski, Diese Zeitschr. Bd. 31, S, 305 (1901). 
‘) Oshima, Diese Zeitschr. Bd. 36, S. 42 (1902). 
°) Hafner, Diese Zeitschr. Bd. 42, S. 1 (1904). 
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hinzu, dafi die Frage unentschieden bleibt, .ob dieser Phos- 
phor zur wirksamen Gruppe des Fermentes gehért, oder ob 
er von einer Substanz herriihrt, die nur eine Verunreinigung 
der ersteren darstellt*. 


Tribot') teilte 1909 einige Versuche mit, aus denen 
hervorgehen soll: Plus on purifie la diastase (invertine), moins 
celle-ci est active, et plus que la quantité de MgO est con- 
sidérable, plus l’action de l’invertine est grande. Aus seinen 
experimentellen Angaben lift sich diese Beziehung unseres 
Erachtens nach nicht entnehmen. 


SchlieBlich ist zu erwithnen, da} Mathews und Glenn?) 
in ihrer in mancher Hinsicht beachtenswerten Untersuchung 
in ihren besten Priiparaten, welche allerdings nur etwa ’/,, 
der Wirksamkeit unserer aktivsten Priiparate zeigte, etwa 
1°/o Asche fanden, welche hauptsiichlich aus Phosphaten bestand. 


In einer Reihe von Mitteilungen*) haben wir darge- 
tan, wie aus den Vergiftungsreaktionen der Saccharase Schliisse 
iiber den chemischen Charakter ihrer mit den Giften reagie- 
renden Gruppen gezogen werden kénnen. So sind wir bei 
vergleichenden elektrometrischen Messungen iiber die Bindung 
des Silbers und des Kupfers an Saccharase und an organische 
Verbindungen bekannter Konstitution zu dem Schluf ge- 
kommen, dal die einzigen Atomgruppierungen, welche mit der 
grofien Empfindlichkeit dieses Enzyms fiir Silbersalze, mit der 
Regeneration bei dieser Giftwirkung durch Schwefelwasser- 
stoff und mit der relativen Harmlosigkeit des Kupfers gegen- 
iiber Saccharase in Parallele gesetzt werden kénnen, teils die 
SH-Gruppen, teils die phosphorhaltigen Nucleinsiiuregruppen 
sind. 


') Tribot, C. r. Bd. 147, S. 706 (1908). 

*)’Mathews und Glenn, Journ. Biol. Chem. Bd. 9, S. 29 (1911). 

*) H. Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, 8. 330: 
Bd. 4, S. 29 und 142 (1920). 
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Wihrend der analytische Nachweis organisch gebundener 
Phosphorsiiure in unseren hochaktiven Saccharasepriparaten 
leicht gelang, haben wir. bei unseren Versuchen, evtl. vor- 
handenen Schwefel aufzufinden, keine positive Reaktion fest- 
stellen kinnen. Wie aber aus unserer Uberschlagsrechnung, 
daf} drei SH-Gruppen in einem Molekiil des Molgewichts 20 000 
einem Schwefelgehalt von 0,5°/o entspricht, also bei einem 
zu 10°/o aus Saccharase bestehenden Priparat 0,05°/o (vgl. 
Ferm. 4, 8. 152—153) hervorgeht, kénnen aus diesen Ver- 
suchen keine bindenden Schliisse gezogen werden. 


2. Experimentelles. 


Bei den Phosphorsiiureanalysen, deren Resultate wir hier 
vorlegen, wurde eine Mikromethode verwendet, welche sich 
der vereinfachten Bestimmungsmethode des Phosphors nach 
der ,, Siuregemisch-Veraschung* nach Neumann ’)*) anschliefBt. 
Die Methode Neumanns eignet sich vorziiglich als Mikro- 
methode, wo es wie hier darauf ankommt, sehr kleine Phos- 
phormengen aufzufinden und mit einer Genauigkeit von etwa 
10°/o zu bestimmen. 

Diejenigen Phosphormengen, welche hier in Betracht 
kommen, liegen zwischen 0,1 und 0,5 mg P. Da iiber Phos- 
phorbestimmungen an: solchen geringen Mengen noch wenig 
in der Literatur vorliegt und auch bei gréferen Phosphor- 


mengen verschiedene Autoren mit verschiedenen Rechnungs- 


faktoren arbeiten*), wurden zuerst die angewandten Reagenzien 
mit den in Betracht kommenden Phosphorsiuremengen genau 
kalibriert. Es wurde dabei gefunden, daB es bei einer Methode 
dieser Art iiberhaupt unzweckmiifig ist, siimtliche Analysen auf 
verschiedene Phosphorsiiuremengen mit einem und demselben 


“Rechnungsfaktor zu berechnen. 


Die Analysen wurden in folgender Weise ausgefiihrt: In 
einem 100 cem fassenden Jenaer Becherglas wurde die zu 


1) A. Neumann, Diese Zeitschr. Bd. 37, S. 115 (1902). 

*) A. Neumann, Diese Zeitschr. Bd. 48, S. 32 (1904). 

5) Vergl. W. Heubner, Biochem, Zeitschr. Bd. 64, 8S. 393 ff. (1914), 
der mit 5—10 mg P. arbeitete. 
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analysierende Phosphorséiuremenge in 10 ccm destilliertem, 
Wasser mit 2 ccm reiner Schwefelsiure (dieselbe Menge. 
welche bei den Verbrennungen zugesetzt wurde) und 5 ccm 
50° igem Ammoniumnitrat vermischt und bis zum Blasen- 
werfen erhitzt. Nun wurden allmahlich 5 ccm 10°/oiges 
Ammonmolybdat aus einer Pipette zugegeben, wobei sich de: 
wohlbekannte Niederschlag ziemlich grobkérnig ausschied und 
schwer zu Boden setzte, nachdem die Erhitzung, welche noc): 
1/, Minute fortgesetzt wurde, abgebrochen worden war. Dic 
iiberstehende Fliissigkeit wurde durch 5,5 cm-Filter abdekan- 
tiert und der Niederschlag aiuBerst sorgfaltig mit 3mal 60 com 
destilliertem Wasser ausgewaschen, welche Operation bei gleich- 
zeitigem Behandeln von 4 Analysen eine Zeit von 11/, Stun- 
den in Anspruch nahm. Wéahrend sich die Niederschlige in 
den Bechergliisern absetzten, wurden die Filter 2mal mit 
Wasser ausgewaschen. Zuletzt wurde der Niederschlag und 
das in kleine Stiicke zerteilte Filter in 50 cem Wasser auf- 
geschlemmt und mit 2 ccm 0,44 norm. NaOH versetzt. Durch 
10—15 Minuten langes Sieden wurde das Ammoniak verjagt: 
nach Abkiihlen der Lésung und Verdiinnen bis 50 ccm unter 
Zusatz von Phenolphtalein wurde mit 0,5-n. Schwefelsiure, 
die man einer 2 cem fassenden Mikrobiirette entnahm, aut 
Farblosigkeit titriert. Die Verbrennung der Enzymprapa- 
rate wurde in der Weise ausgefiihrt, dafi zu der in einem 
Mikro-Kjeldahl-Kolben abgemessenen Enzymlésung 2 ccm 
reine Schwefelsiure und 1 cem 4°/oige Kupfersulfatlésung 
(Bertrand I) zugesetzt wurden, worauf das Verjagen des 
Wassers und die Verbrennung der Substanz in gewohnlicher 
Weise iiber offener Flamme geschah. Die Verbrennung nahm 
je nach der Menge der organischen Substanz, die zum gréfiten 
Teil aus leicht verbrennbaren Kohlehydraten (Hefegummi) be- 
stand, 2—4 Stunden in Anspruch. 


Resultate. 


Zur Eichung der Methode wurden die vollstiandig reinen, 
von Kahlbaum bezogenen Phosphate KH,PO, und Na, HPO,, 
2H,0O (,,zu Enzymstudien nach Sérensen“) zugrunde gelegt. 
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indem eine Reihe Analysen genau eingewogener Mengen dieser 
Salze ausgefiihrt wurde. Die Werte der bei den Riicktitra- 
tionen verbrauchten ccm Schwefelsiure und die entsprechenden 
Mengen P sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt und 
in der Figur zur Anschauung gebracht worden. 

















Moen. | me 

| 1,40 0,07 
1,6 Po 7g. 1,35 0,085 
‘ 1,30 0,11 

14 a 1,25 0,18 





1,2 “Oz 1,20 0,15 


Q 
340 1,15 0,175 
: 1,10 0,20 
Xt 98 
































~ On | 1,05 0,225 
50,6 1,00 0,25 
ax 0,95 — 0,28 
| : 0,90 0,31 
| 2 0,85 0,34 
0 0,80 
a OS a a ae 0,75 i jo 
mg P 0,70 0,445 
0,65 0,48 
0,60 0,515 


Bei jeder Bestimmung wurden immer gleichzeitig 4 Doppel- 
analysen ausgefiihrt. Um eine Vorstellung iiber die Genauig- 
keit der Analysen zu geben, werden die Analysen auf 0,15, 
0,30 und 0,45 mg P, welche der Kurve zugrunde liegen, hier 
mitgeteilt: 


Omg P: 
Riicktiter: 1,66 1,66 1,675 1,665 1,665 1,66 


0,15 mg P: 
Riicktiter: 1,18 1,21 1,18 1,29 1,15 
Gefunden mg P: 0,16 0,15 0,16 0,115 0,175 


0,30 mg P: 
Ricktiter: 0,96 0,84 0,98 0,89 
Gefunden mg P: 
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0,45 mg P: 
Riicktiter: 0,78 0,63 0,71 0,65 
Gefunden mg P: 0,385 0,495 0,44 0,48 


Untersuchung der F-Lésungen. 


Nichtdialysierte Lésung 8Fa2. 


Die zahlenmiafiige Definition unserer F-Liésungen ist, so- 
wohl was enzymatische Aktivitaét als quantitative Angaben 
des Kohlenhydrat- und Stickstoffgehalts betrifft, in zwei frii- 
heren Mitteilungen')*) gegeben und wird deshalb an dieser 
Stelle nicht wiederholt. 

Verbrennung von je 3 ccm der Liésung 3Fa2 (138 mg 
Trockensubstanz). Eine der Proben wurde zu 100 ccm ver- 
diinnt und je 10 ccm davon in vier Analysen untersucht. 
(Eine Vorprobe der einen Verbrennung gab in der nicht- 
dialysierten Lésung etwa die 10fache Phosphorsiuremenge 
im Vergleich zu den dialysierten.) 

Riicktiter: 0,84 0,82 0,84 0,83 


Gefunden mg P: 0,345 0,855 0,345 0,35 
Mittel: 0,349 mg in 13,8 mg Trockensubstanz, entsprechend 2,53°/,. 


Dreimal dialysierte Lésung 3Fa D 3,1, 


Diese Lisung war aus der vorhergehenden durch frak- 
tionierte Dialyse (zusammen 9 Tage) erhalten worden’). 

Verbrennung von je 10 ccm, entsprechend 158 mg Trockensubstanz. 

Riicktiter: 0,98 0,94 0,93 0,88 i 

Gefunden mg P: 0,26 0,29 0,295 0,32 3 

Mittel: 0,291 mg in 158 mg Trockensubstanz, entsprechend 0,185°,. 


Viermal dialysierte Lésung 3Fa D4. ; 


Der Riickstand der Lésung 3F« D 3,1 wurde in 3 Kollo- 
diumschlauchen 3 Tage gegen destilliertes Wasser dialysiert, 
um zu untersuchen, ob die Beseitigung der anorganischen 
Phosphorsiiure, die durch die grofie Differenz der Analysen 


1) Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 109, 8. 65 (1920). 
*) H. Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 110, 8, 175 (1920). 
3) Vgl. Diese Zeitschr. Bd. 110, 8S. 185 (1920). 
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der dialysierten und der nichtdialysierten Lésungen angezeigt 
wird, eine quantitative war. 

Nach beendigter Dialyse wurden die Schliéuche aufge- 
schnitten und der Inhalt aufs neue auf Trockensubstanz und 
— nach der Verbrennung — auf Phosphorséure untersucht. 

Verbrennung von je 10 ccm, 118 mg Trockensubstanz entsprechend. 

Riicktiter: 1,01 0,97 0,94 

Gefunden mg P: 0,245 0,27 0,29 

Mittel: 0,268 mg in 118 mg Trockensubstanz, entsprechend 0,225°/,. 

Wie schon aus den Stickstoffbestimmungen zu schliefgen 
(loc. cit.), ist also die 3fach fraktionierte Dialyse als erschép- 
fend anzusehen. Die gefundene, unweit der Versuchsfehler 
liegende Erhéhung des P-Gehalts in der Trockensubstanz kann 
zum Teil durch ein Fortdiffundieren inaktiver Bestandteile der 
Enzymlésung erklirt werden. 


Definition und Untersuchung der D-L6ésungen. 


Unsere D-Lésungen wurden in genau derselben Weise 
dargestellt, wie die in den III. und IV. Mitteilungen definierten 
¥-Lésungen, jedoch ein Jahr spater und mit einer Hefe als 
Ausgangsmaterial, die sich von der friiheren deutlich unter- 
schied. Die Ausgangshefe hatte naimlich diesmal unmittelbar 
vor der Hochziichtung, welche wie friiher in Grénwalls 
Brauerei zu Stockholm ausgefiihrt wurde, eine Kellergirung 
in steuerpflichtiger Wiirze durchgemacht (Klasse II) und zeigte 
sich bei der Vorbehandlung als unberechnet zymasereich. Die 
Folge davon war die, daf} die zugesetzten Zuckermengen sehr 
rasch vergoren wurden und die Saccharasebildung ziemlich 
weit unter der friiher erzielten stehen blieb. Die vorbehandelte 
und in der Brauersi abgeprefite Hefe zeigte ein Inversions- 
vermégen pro Zelle von rund 24- 10°, was nur eine Ver- 
doppelung bis Verdreifachung ihres normalen Saccharasegehalts 
bedeutet, wihrend friiher (loc. cit.) Hefen dargestellt werden 
konnten, deren Saccharasegehalt auf das 5fache des urspriing- 
lichen Wertes gesteigert worden war. 

Die abgeprefte Hefe wurde in derselben Weise behandelt 


wie in unseren friiheren Mitteilungen beschrieben worden ist. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXII. 20 
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Aus den Autolysesiften wurde mit 78° Ausbeute die 
Saccharase mit Alkohol fraktioniert gefallt und die Lésung 
(3D) mit Kaolin adsorbiert. Das angewandte, mit 1 °/oiger 
Salzsiure und Wasser gut ausgekochte Kaolin wurde besonders 
auf Freiheit von Phosphorséure gepriift. Die Lésung 3 D 
wurde durch Dialyse weiter gereinigt in friiher beschriebener 
Weise. Bei der ersten Dialysefraktion wurde ein geringer 
Niederschlag in den Membranen erhalten, der durch Filtration 
mit Kaolin entfernt werden konnte, wobei die Lésung 3D D1 
erhalten wurde (Dialysezeit 4 Tage), welche durch wiederholte 
2tigige Dialyse zuletzt die nach den oben mitgeteilten Be- 
obachtungen ,erschépfend* dialysierte Lésung 3D D2 ergab. 

Lésung 3 D. 

1 ccm gibt bei 18,5° py-Optimum und 4,8 g Rohrzucker die Inver- 
sionskonstante 591 - 10-4 (Beilage 1). 

Trockengewicht: 9,1°/,. If. 3,12. = 0°— 14,8 Minuten. 

Lésung 3D D1. 
1 ccm gibt bei 4,8 g Rohrzucker k = 356 - 10-4 (Beilage 2). 
Trockengewicht: 2,9°/,. If. 5,9. +0°=—7,8 Minuten. 
Lésung 3D D2. 

2 ccm gibt bei 4,8 g Rohrzucker k — 584 - 10-4 (Beilage 3). 

Trockengewicht: 2,25°/,. If. = 6,28. + 0° = 7,4 Minuten. 

Die dialysierten Lésungen wurden auf Kohlenhydrat- und 
Stickstoffgehalt untersucht. 3D D1 zeigte im 5 cm- Rohr eine 
Drehung von 1,18°+0,01°. Fir den Hefegummigehalt der 
Lésung berechnet sich daraus bei |[%]p = 0,89, 2,63°/o, also 
91,5% des Trockengewichts der Lésung. 

Von der Lésung 3D D2 wurden in 3 Proben 4 ccm, ent- 
sprechend je 90 mg Trockensubstanz, nach der Mikrokjeldahl- 
methode verbrannt. Die 3 Analysen gaben: 

1,17 mg N 
1,10 mg N 
1,16 mg N, Mittel: 1,14 mg N, entsprechend 1,’7°/, N. 

10 cem (83D D2) wurden mit 10 cem Wasser verdiinnt 
und mit 1 ccm Schwefelsiiure bei Wasserbadtemp:ratur 5 Stun- 
den hydrolvsiert, nach der Hydrolyse zur Marke in einem 
50 cem Mefikolben verdiinnt und je 10 cem in 4 Analysen 
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nach Bertrand untersucht, entsprechend je 45 mg Trocken- 
substanz der Enzymlésung. Gefunden wurde: 

40,4 mg 

40,4 mg 

42.3 mg 

41,5 mg als Glukose berechnet, Mittel: 41,15, entsprechend 

91,5°/, 

in der Trockensubstanz, oder 83—84°/o Hefegummi, also etwas 
niedriger als die direkte Polarisationsmessung. Im Vergleich 
zu unseren friiher definierten F-Lésungen ergibt sich also 
ziemlich vollstiindige Ubereinstimmung. 


Phosphorgehalt der D-Lésungen. 
Nichtdialysierte Lisung 3D. 

Verbrennung von 1 ccm, entsprechend 91 mg. Die Ver- 
aschung wurde zu 100 cem verdiinnt und je 10 ccm, ent- 
sprechend 9,1 mg Trockensubstanz, in 4 Proben untersucht. 

Riicktiter: 1,32 1,23 1,26 1,28 
Gefunden mg P: 0,10 0,14 0,18 0,115 
Mittel: 0,12 mg, entsprechend 1,32°/, P. 

Liésung 8D D1, 

Verbrennung von je 5 ccm, entsprechend 147 mg. 

Riicktiter: 1,04 0,98 0,90 
Gefunden mg P: 0,23 0,26 0,31 
Mittel: 0,27 mg, ent-prechend 0,18°/, P. 

Liésung 3D D2. 

Verbrennung von je 6 ccm, entsprechend 135 mg. 

Riicktiter: 1,09 se 6S 

Gefunden mg P: 0,205 0,25 0,19 0,215 

Mittel: 0,215 mg, entsprechend 0,16°/, P. 

Um zu untersuchen, wie leicht hydrolysierbar die phos- 
phorsiiurehaltige Substanz der Saccharaselésung war, bzw. ob 
noch wirklich anorganische Phosphorsiure vorhanden sei, 
wurde in einer Analyse 10 cem der Lésung 3D D2 direkt, 
ohne vorhergehende Verbrennung, untersucht. Wie Heubner'‘) 
bemerkt, kann die Methode* (d.h. die Ausfaillung anorganischer 
Phosphorsiiure) , auch bei Gegenwart mancher organischer Phos- 
phorsiureverbindungen ohne Schaden Anwendung finden; so 


) loc. cit. Heubner, Biochem. Zeitschr. Bd. 64, S. 401 (1914), 
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ist es durch verschiedene Arbeiten bereits festgestellt, dag 
Phytinsiure unter diesen Bedingungen, d. h. bei kurzdauerndem 
Erhitzen auf etwa 80°, nur in sehr geringem Grade hydro- 
lysiert wird‘. 

Bei unserer direkten Analyse haben wir trotz der Gegen- 
wart von 0,36 mg Phosphor (aus obigen Analysen berechnet) bei 
der Ausfiihrung des Versuchs in oben mitgeteilter Weise gar 
keine Ausscheidung von Phosphormolybdat gefunden. Wurde 
aber 0,18 mg P als anorganisches Phosphat zugesetzt, so 
wurde sofort eine entsprechende Ausscheidung des wohl- 
bekannten Niederschlages erhalten, die nach Auswaschen, 
Lésen in der iiblichen Menge NaOH und Titration mit H,SO, 
den Riicktiter 1,17 cem ergab, entsprechend 0,165 mg P. Die 
Gegenwart des Hefegummis hat also die Ausfallung nicht ver- 
hindern kénnen, die Lisung 3D D2 ist als vollstindig frei 
von anorganischem Phosphat anzusehen, und die Phosphor- 
siure wahrscheinlich nicht als (leicht hydrolysierbare) Kohlen- 
hydratphosphorsiure (C, H,,O,[P0O,R,],) vorhanden, sondern in 
Ubereinstimmung mit unserem Ausgangspunkt, daB die Phos- 
phorsiure in Zusammenhang mit der Silbervergiftung des 
Enzyms zu setzen wire, in anderer Form. Kohlenhydrat- 
phosphorséure und Glyzerinphosphorséure besitzen nimlich 
(vgl. Euler und Svanberg, Fermentforschung 4, S. 165) 
die Fahigkeit der Nucleinsiure nicht, sich mit Silber so dis- 
soziationsfrei zu vereinigen, dafi sie mit der Giftigkeit der 
Silberionen fiir das Enzym in Zusammenhang gesetzt werden 
kénnten. 

Besprechung. 


Die hier mitgeteilten Versuche sind natiirlich ohne Fort- 
setzung unvollstindig und die gewonnenen Ergebnisse lassen 
sich nur im Zusammenhang mit anderen verwerten. Den gegen- 
wartigen Stand unserer Untersuchung kénnen wir durch fol- 
gende Uberlegungen kennzeichnen: 

Gehen wir von unserer friiher’) gewonnenen Zahl 20000 





1) Euler, Hedelius und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 110, 
8. 190 (1920). 
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fir das Molekulargewicht der Saccharase aus, und nehmen 
wir wie friiher an’), daf} unsere besten Priparate etwa 10 °/o 
Reinenzym enthalten, so wire, falls der gesamte P-Gehalt 
unseres Priparates, 0,16°/o, dem Reinenzym zukommt, der 
P-Gehalt desselben 1,6°/o. Kniipft man an unsere aus Vergif- 
tungsversuchen und aus elektrometrischen Bestimmungen her- 
geleitete Erwigung an, dal} —- abgesehen von der SH-Gruppe 
— nur noch die Nucleinsiuregruppe ein ahnliches Bindungs- 
vermégen fiir Silber besitzt wie das Enzym, und setzt dem- 
gemifs den Phosphorgehalt unseres Priparates mit dem 
Phosphorgehalt eines Nucleinsaéurerestes in Zusammenhang, 
so ergibt sich unter Zuziehung des experimentellen Ergeb- 
nisses, daf} unser Priparat etwa 90°/o Hexosen enthilt, 
folgende Uberschlagsrechnung: Auf 2 Nucleinsiéiuregruppen 
vom Typus der Hefenucleinsiure, also mit 4 POu.-Resten, 
sind 60 Hexosereste erforderlich, um mit dem P-Gehalt 
1,6°/o das Molekulargewicht 20000 zu vereinbaren. Unter 
diesen Umstinden wiire man indessen gezwungen, */, des ge- 
fundenen Stickstoffs den Verunreinigungen des Priparates zu- 
zuschreiben, falls man nicht die Gegenwart phosphorfreier 
Proteinreste im Enzymmolekiil annehmen will. 

Es ergeben sich aus der gemachten Uberlegung folgende 
Aufgaben: 

1. Die eingehende elektrometrische Untersuchung von 
Nucleinsiéuren und ihren Bestandteilen hinsichtlich der Silber- 
bindung. 

2. Der Nachweis von Purin- und Pyrimidinbasen und von 
Ribose in unseren Saccharasepraparaten. 

3. Die Untersuchung, inwieweit Phosphatasen verschie- 
dener Herkunft Phosphorséiure aus unseren Praparaten abzu- 
spalten vermégen und inwieweit diese Abspaltung mit der In- 
aktivierung der Priparate parallel geht. 


Zusammenfassung. 


Als Zusammenfassung geben wir die wichtigsten Zahlen- 
ergebnisse unserer Untersuchung in zwei Tabellen an: 


1) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 114, S. 153 (1920), 
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994 H. v. Euler und O. Svanberg, Versuche usw. 

If, Dialyse laeus Zusammensetzung der Trockensubstanz 
zeit, Tage Fe | o/,N | °/> Hexosen 

6,75 0 3 Fa 2 2,53 4,15 | 73 

8,55 9 3 Fa D 3,1 0,19 1,58 91,2 

= 12 3 Fo D4 0,22 — a 

3,12 0 3 D 1,32 — — 

5,9 4 3DD1 0,18 os — 

6,23 6 3DD2 0,16 1,27 91,5 

















Es zeigt sich also, daf in diesen zwei Fallen, unabhingig 
von der Zusammensetzung der urspriinglichen Lésung, die 
nach erschépfender Dialyse organisch und _,,hochmolekular* 
gebundene Phosphorsiure beinahe proportional ist der Inver- 
sionsfaihigkeit der Trockensubstanz der Saccharaselésung. Es 


ergibt sich als Wert fiir den Quotienten: 


= 
*/o P 


fir die F-Lisung 8,55 : 0,205 = 42 
fir die D-Lisung 6,23:0,16 = 39, 

















Beilagen. 
| Nr. io Zeit Pues . . 
Beilage Minuten 1 dm-Rohr k-10 Bemerkungen 
1 0 2,65 — lccm 38 D 
4 1,18 575 — 
5 0,89 588 — 
6 0,61 610 Mittel: 591 
2 0 2,65 — leem 3D D1 
4 1,67 348 — 
5 1,48 362 — 
6 1,25 358 Mittel: 356 
3 0 2,65 — 2cem 3 DD 2 
4 1,17 580 ~ 
5 0,89 588 — 
6 0,67 583 Mittel: 584 
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Die Verdauung von Séuglingsnahrung. 
Von 
Dr. Tilde Schmiesing. 
(Mit 2 Figuren.) 


‘Aus dem physiologischen Institut und der Kinderklinik der Universitat Hamburg. 
Allgemeines Krankenhaus Eppendorf.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1921.) 


Wenn auch schon zahlreiche Studien iiber die Wirkung 
der verschiedenen Nahrungsgemische (Milchmischungen) beim 
Siiugling vorliegen, so sind wir doch iiber die Vorginge bei 
der Magen- und Diinndarmverdauung noch mangelhaft unter- 
richtet. Daf} Ausheberungen des Magens und Untersuchungen 
des Mageninhalts nach Milchgenufi nicht zum Ziele fiihren, 
hat Tobler — wenn auch nicht unbestritten — gezeigt. Ich 
versuchte auf Vorschlag von Prof. Kestner mit Hilfe des 
Tierversuchs weiterzukommen und stellte mir die Aufgabe, 
die gebriiuchlichen Milchmischungen in ihrer Wirkung auf die 
verschiedenen ‘eile des Verdauungstraktus zu untersuchen. 
Ich stellte meine Versuche mit Fistelhunden an, denen Fisteln 
an verschiedenen Teilen des Darmkanals angebracht waren. 
Diese Versuche an Hunden sind um so mehr gerechtfertigt, als 
wir auf Grund der Arbeit von Cohnheim und Dreyfuf?) 
wissen, daf} die Reflexe, die auf die Magenmotilitét, auf die 
Salzsiiuresekretion sowie auf die Absonderung von Pankreas- 
saft und Galle wirken, beim Menschen dieselben sind wie 
beim Hund. Diese Tatsache ist kiirzlich von amerikanischer 
Seite bestitigt worden. Hine Probemahlzeit beim Hund ergibt 
nach der Arbeit von Cohnheim und Dreyfuf} eine Magen- 


'! O. Cohnheim und G. L. Dreyfuh, Diese Zeitschr. Bd. 58, 8. 50 
(1908). 
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saftsekretion von 700—800 ccm: iibereinstimmend damit stellte 
der Amerikaner Carlsson‘) bei einem Menschen mit einer 
Fistel eine Sekretmenge von 720 ccm fest. Ebenso iiberein- 
stimmend war die Konzentration des reinen Magensaftes?*), 
Aufferdem stimmen auch die Siattigungswerte der einzelnen 
Nahrungsbestandteile, die an Hunden gewonnen sind, mit den 
bei dem Menschen gefundenen iiberein. Diese T'atsachen ge- 
niigen, um den Hund als Versuchstier geeignet erscheinen zu 
lassen. Gegen meine Versuche speziell kann eingewendet wer- 
den, daf} bei dem Hund einerseits und dem Siiugling anderseits 
quantitative Unterschiede in der Sekretmenge bestehen, denn 
man muf} bedenken, daf} stets Milch in irgendeiner Form ver- 
fiittert wurde; Milch schmeckt aber dem Hund so gut, dafi 
er immer Maximalwerte sezerniert. Diesen Ubelstand konnten 
wir vorliufig noch nicht eliminieren; wir hoffen aber, daf} es 
uns im Laufe der Zeit gelingt, an jungen Hunden Fistel- 
versuche zu machen. Da dies Arbeitsgebiet aber noch ein 
neues ist, schien es mir gerechtfertigt, vorliufig am erwach- 
senen Hund die wichtigsten in Betracht kommenden Milch- 
mischungen zu untersuchen. 

Ich arbeitete mit einem Duodenaltistelhund, dessen Kaniile 
im oberen Teil des Duodenums saf, unmittelbar gegeniiber 
der Einmiindungsstelle des unteren Pankreasgangs. Man er- 
halt also neben dem Mageninhalt Pankreassaft und Galle. 
Die Kaniile hatte die von Cohnheim eingefiihrte Einspritz- 
vorrichtung*), so daf} wir nach Messung der Sekretmenge 
quantitativ alles wieder analwirts ins Duodenum einfiihren 
konnten. Ich verfiitterte eine Reihe der in der Kinderheil- 
kunde gebriuchlichen Sauglingsnahrungen (Milchmischungen), 
Die quantitativen Ergebnisse sind aus beifolgender Tabelle [1 
zu ersehen, und zwar fiir: 


1. Vollmilch. 
2. ?/, Milch, '/, Schleim (3°/e) ohne Zucker. 


') A. J. Carlsson, Americ. Journ, of Physiol. Bd. 37, 8. 50 (1915). 
*) Derselbe, ebenda Bd. 38 S. 248 (1915). 
3) Beschriecben O. Kestner, Abderhaldens Handbuch 1. und 2. Aufl. 
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3. Buttermilch (Aciditit 3,8 auf 10 ccm). 


4, Frauenmilch. 


5. Kellersche Malzsuppe (*/, Milch). 
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Tabelle II. 
1. Vollmilch. 
2. */; Milch, '/,; Schleim 
ohne Zucker. 
Buttermilch (Aciditat 
3,8). 
Frauenmilch. 
Kellersche Malzsuppe. 


Oo 


aie ag 


Der zeitliche Ablauf fiir dieselben 
Mischungen geht aus Tabelle I hervor, 
in der die Sekretmengen von 10: 10 Mi- 
nuten dargestellt sind. Verfiittert wurden 
stets 100 ccm. 

Weiter wurden Versuche an einem 
zweiten Hund mit einer Fistel in der 
Mitte des Diinndarmes angestellt. Bei 
Verfiitterung von: 


1, 200 cem Vollmilch wurden in 
3 Stunden 279 ccm aufgefangen. 

2. 200 ccm Buttermilch (Aciditat 
4,9) in 2 Stunden 112 ccm. 

3. 200 ccm ?/, Milch, 1/, Schleim 
ohne Zucker in 2 Stunden 
300 ccm. 


Leider konnten die noch fehlenden 
Versuche mit den analogen Milch- 
mischungen wie oben nicht fortgesetzt 
werden, da das Tier starb. 

Bei einem zweiten Versuch mit 
Vollmilch an demselben Tier wurde die 
Menge, die in 28 Minuten sezerniert 
wurde = 36 ccm aufgefangen und ge- 
nauer analysiert. Die Aciditit betrug 
fiir 10 ccm mit Natronlauge bis zum 
Farbumschlag (Ind. Phenolphthalein) 
4,7. Die Menge wurde mit etwas Essig- 
siure versetzt, gekocht, filtriert und der 
trockene Filterriickstand wurde mit 
Ather im Soxhletapparat ausgelaugt. 
Mit dem Filtrat wurden folgende Pro- 
ben angestellt: 





} 
4 
1 

\ 

















Die Verdauung von Siéuglingsnabrung. 


1. Zucker +. 

2. Biuret @. 

3. Millon + -+ (in der Fliissigkeit, nicht im Niederschlag) 
Fett wurde in nicht wiigbaren Spuren gefunden. 


Nach Entnahme der 36 ccm Sekret wurde die Kaniile 
fiir 1 Stunde geschlossen, dann 10 Minuten gedfinet, in denen 
15 ccm Sekret entleert wurden. Aciditit 3,4, Zucker @, Biuret ?, 
Millon -+ + Fett = 0,25 g. 

Drittens wurden 5 Versuche an einem Hund mit tiefer 
Diinndarmfistel (wenige cm oberhalb der Heocoecalklappe) 
gemacht. Nach Verlauf von mehreren Stunden fand sich nie 
eine Entleerung, d. h. es wird die Nahrung im Verlauf des 
Diinndarms ganz resorbiert. 

Fasse ich die Ergebnisse unserer Versuche zusammen, 
so komme ich zu folgenden Feststellungen: Wie bei der fliis- 
sigen Nahrung zu erwarten war, tritt zuniichst eine rasche, 
dann eine langsame, schubweise Entleerung des Magens ein. 
In ihrer Passage durch den Diinndarm werden die einzelnen 
Milchmischungen vollstiindig resorbiert. Es ist hervorzuheben, 
daf} Schleim und !/, Milch mit */, Schleim — beides ohne 
Zucker —- eine geringe Gesamtsekretion hervorruft; diese ist 
etwa nur '/, so grofs wie die fiir die meisten iibrigen ver- 
fiitterten Milchmischungen gefundenen Werte. Ebenso bedingt 
’/, Milch mit ?/, Wasser ohne Zucker nur eine relativ geringe 
Sekretmenge, die allerdings um 50 ccm grdéffer ist als bei den 
vorgenannten. Daraus lifit sich folgern, daf} diese Nahrungs- 
gemische dem Verdauungskanal eine geringe Arbeit zumuten, 
also eine schonende Wirkung auf ihn ausiiben. 


Was die andern verfiitterten Milchmischungen anbelangt, 
so ist wesentlich, daf} zwischen Vollmilch (174 ccm), ?/,; Milch, 
/, Schleim ohne Zucker (230 ccm), Buttermilch (214 ccm), 
Frauenmilch (180 ccm) und Kellerscher Malzsuppe (230 ccm) 
nur geringe Unterschiede in der Sekretmenge sowohl als auch 
im zeitlichen Ablauf der Magenentleerung vorhanden sind, 
d. h. die Belastung des Verdauungskanals ist in Bezug auf 
seine Sekretproduktion fiir die oben angefiihrten so ganz ver- 
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schieden zusammengesetzten Nahrungsgemische nur wenig ver- 
schieden. Daraus lafit sich folgern, daf} der Magen auf die 
einzelnen verschieden zusammengesetzten Milchmischungen mit 
einer ziemlich konstanten Sekretion der Verdauungsreste ant- 
wortet. Nun hat Wolfsberg’) gezeigt, dafi bei Verfiitterung 
von Milch eine Sekretsteigerung proportional der verfiitterten 
Menge eintritt. Er fiihrt diesen Umstand auf bestimmte Stoffe 
in der Milch zuriick, die unabhingig vom Eiweifi- und Fett- 
gehalt derselben sind und etwa den Extraktivstoffen des 
Fleisches fhneln. Und dieser Stoff erklart auch in unserem 
Fall die konstante Sekretmenge, wenigstens fiir die Vollmilch, 
/, Milch, Buttermilch und Frauenmilch. Fiir die Malzsuppe, 
die nur */,; Milch enthalt, wiirde sich die trotzdem aufgetretene 
hohe Sekretmenge erkliren lassen dadurch, daf man im Malz 
einen analog wirkenden Extraktivstoff annimmt. 

Die von uns verfiitterten Milchmischungen zeigen also 
auf die Magenmotilitiét und die Magensaftsekretion keine Wir- 
kung, nach der man sich die empirisch langst bekannte Heil- 
wirkung dieser in der Kinderheilkunde gebriuchlichen Nah- 
rungen erkliren kénnte, wir miissen daher annehmen, dafs die 
Hauptvorgiinge sich in den tiefer gelegenen Abschnitten des 
Verdauungstraktus abspielen, oder daf} die Wirkung erst am 
krankhaft verainderten Magen deutlich wird. Derartige Ver- 
suche sind im Laboratorium in Angriff genommen. 





1) O. Wolfsberg, Diese Zeitschr. Bd. 1. 8. 344 (1914). 




















Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 
XII. Mitteilung. 


Uber die fliichtigen Bestandteile der Eichenblitter. 
Von 
Hartwig Franzen. 





(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3, Februar 1921.) 


In einer Reihe von Mitteilungen') konnte ich gemein- 
schaftlich mit Theodor Curtius iiber die fliichtigen Bestand- 
teile der Hainbuchen- und der Edelkastanienblitter berichten. 
Es wurde gefunden, dafi in beiden Pflanzen im grofien und 
ganzen die gleichen fliichtigen Stoffe vorhanden sind. Ich 
habe nun weiterhin die Blatter der Traubeneiche (Quercus 
sessiliflora) untersucht, um zu sehen, ob in dieser Pflanze die 
gleichen fliichtigen Substanzen wie in den beiden vorhin er- 
wihnten vorkommen. 

Die vorliufige Verarbeitung der Blatter wurde schon im 
Jahre 1913 in Heidelberg durchgefiihrt; die endgiiltige Unter- 
suchung der verschiedenen Destillate konnte jedoch wegen des 
Krieges erst jetzt vorgenommen werden. Auch diesmal wurde 
mir die Bewiltigung der grofien Blittermengen (1500 kg) 
wesentlich dadurch erleichtert, dafs mir die Direktion der 
Badischen Anilin- und Sodafabrik einen Laboranten zur Ver- 





1) Sitzungsberichte der Heidelberger Akademie der Wissenschaften, 
Mathematisch-naturwissenschaftliche Klasse: Abteilung B. Biologische 
Wissenschaften, Jahrgang 1912, 1. Abhandlung: Abteilung A. Mathe- 
matisch-physikalische Wissenschaften, Jahrgang 1912, 7. Abhandlung, 
8. Abhandlung, 9. Abhandlung, Jahrgang 1915, 5. Abhandlung, Jahr- 
gang 1918, 4. Abhandlung, Liebigs Annalen 404 (1914) 93. 
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fiigung stellte und Herr Oberférster Krutina die Blatter 
herbeischaffen lie}. Beiden spreche ich auch an dieser Stelle 
meinen herzlichsten Dank aus. 

Die Blatter wurden genau so behandelt, wie friiher bei den 
Hainbuchen- und Edelkastanienblattern beschrieben worden ist. 
Die feingemahlenen Kichenblatter wurden der Destillation mit 
Wasserdampf unterworfen, bis das Destillat ammoniakalische 
Silberlésung nicht mehr reduzierte, dann mit Baryt neutralisiert 
und wiederum der Wasserdampfdestillation unterworfen. In 
dem Destillationsriickstand sind die Séuren als Barytsalze 
enthalten (Siureanteil). Das DeStillat von den Barytsalzen, 
in welchem die Aldehyde und Alkohole enthalten sind, wurde 
zur Umwandlung der ersteren in die entsprechenden Siuren 
in der Kalte so lange mit frisch gefalltem Silberoxyd geriihrt, 
bis der Geruch des Blitteraldehydes verschwunden war und 
einem sehr angenehmen Himbeergeruch Platz gemacht hatte. 
Das Verhalten war also auch hier wieder genau das gleiche 
wie bei den Hainbuchen- und Edelkastanienblattern. Zur 
Umwandlung der Silbersalze in Barytsalze wurde nach Zusatz 
von Barytwasser noch mehrere Stunden geriihrt, vom Silber 
und Silberoxyd abfiltriert und das Filtrat so lange der Wasser- 
dampfdestillation unterworfen, bis das Destillat nicht mehr 
nach Himbeeren roch. In dem Destillationsriickstand sind 
dann die urspriinglichen Aldehyde als Barytsalze der ent- 
sprechenden Siuren enthalten (Aldehydanteil), und in dem 
Destillat alle fliichtigen Substanzen, welche keine Séuren oder 
Aldehyde sind (Alkoholanteil). 


Sdureanteil. 


Der Destillationsriickstand von den Aldehyden und AIl- 
koholen wurde vom Baryumcarbonat abfiltriert, das Filtrat auf 
dem Wasserbade weit eingedampft und die Salze aufbewahrt, 
bis alle Eichenblitter verarbeitet waren. Die Gesamtmenge 
wurde dann mit Phosphorséiure angesiuert und so lange der 
Wasserdampfdestillation unterworfen, bis das Destillat nicht 
mehr sauer reagierte. Auf dem Destillat schwammen wenige 
braune Oltropfen; es besaf} wieder den eigentiimlichen, an eine 
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Gerberei oder Schusterwerkstatt erinnernden Geruch, welcher 
auch bei der Verarbeitung der Hainbuchenblatter und Edel- 
kastanienblatter an der gleichen Stelle auftrat. Das Destillat 
wurde ausgeathert. 

Kin Teil der ausgeatherten Lésung wurde mit Natron- 
lauge neutralisiert. Auch in diesem Falle firbte sich die 
Fliissigkeit, ebenso wie bei der Verarbeitung der Hainbuchen- 
und Edelkastanienblitter, sobald Neutralisation eingetreten 
war, intensiv gelb. Die neutralisierte Lésung wurde auf dem 
Wasserbade ziemlich weit eingedampft. Ein Teil der Lésung 
lief} auf Zusatz von Silbernitratlésung einen dicken farblosen 
Niederschlag fallen, der beim Erwirmen der Aufschlammung 
schwarz wurde. Ein anderer Teil gab in der Kiilte mit Queck- 
silberchlorid keinen Niederschlag; beim Erwiirmen auf dem 
Wasserbade schied sich jedoch allmihlich ein farbloser kri- 
stalliner Niederschlag ab, der sich nach dem Abfiltrieren beim 
UbergieBen mit Ammoniak schwarz fiirbte; es lag also Calomel 
vor. Der Rest der Lésung wurde auf dem Wasserbade ziem- 
lich weit eingedampft, der Riickstand im Vakuum iiber Kali 
und Schwefelsiure vollstindig zur Trockne gebracht, fein ge- 
pulvert, mit Schwefelsiure iibergossen, schwach erwirmt und 
die entwickelten Gase mit Hilfe eines Kohlendioxydstromes 
durch Kochsalz-Kupferchloriirlésung geleitet. Diese gab nach 
dem Verdiinnen mit Wasser auf Zusatz von Palladiumchloriir- 
lésung sofort einen schwarzen Niederschlag von metallischem 
Palladium. Diese drei Reaktionen beweisen einwandfrei, daB 
in dem Siiureanteil Ameisens&ure vorhanden ist. 

Der Rest der ausgeitherten, nicht neutralisierten Lésung 
wurde lingere Zeit mit feingepulvertem, gefalltem Quecksilber- 
oxyd unter éfterem Umschiitteln auf dem Wasserbade erwirmt 
und dadurch die Ameisensiiure zerstért. Dann wurde mit 
Natronlauge alkalisch gemacht, vom Quecksilber und Queck- 
silberoxyd abfiltriert, das Filtrat angesiiuert und so lange der 
Wasserdampfdestillation unterworfen, bis das Destillat nicht 
mehr sauer reagierte; es wurde mit Natronlauge titriert, auf 
ein kleines Volumen eingedampft, mit der berechneten Menge 
n/1-Silbernitratlésung versetzt, der Niederschlag abgesaugt, mit 
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Wasser gewaschen und aus Wasser umkristallisiert. Lange, 
farblose flache Nadeln. 

0,2538 g Substanz gaben 0,1636 2 Ag. 

Ber. f. C,H,0,Ag Gef. 

64,65°/, Ag "64,46°/, Ag. 

Nach der Analyse liegt essigsaures Silber vor. In dem 
Saureanteil kommt also Essigsiure vor. 

Die atherische Lésung der Saéuren wurde iiber Natrium- 
sulfat getrocknet und der Ather verdampft. Es hinterblieben 
0,8 g eines dicken braungelben Oles, aus welchem bei langerem 
Stehen wenig feste Bestandteile auskristallisierten. Es besaf 
einen eigentiimlichen Geruch und léste sich in viel verdiinnter 
Natronlauge mit intensiv gelber Farbe; beim Ansiuern wurde 
die Lésung farblos, beim Alkalischmachen trat die gelbe Farbe 
wieder auf. Das Ol entfirbte eine Chloroformlésung von 
Brom augenblicklich. In der Si&ure sind also ungesiattigte 
Bindungen enthalten. 

0,2543 g Substanz verbrauchten 14,1 ccm n/10-NaOH. 

Aus der Titration berechnet sich das Aquivalentgewicht 
unter der Annahme einer einbasischen Siure zu 180,4. Dieses 
liegt unter der Voraussetzung, daf} eine Doppelbindung in der 
Saure enthalten ist, zwischen dem einer Saiure C,,H,,O, = 170,14 
und dem einer Saure ©C,,H,,O, = 184,16. : 

Die titrierte Fliissigkeit wurde auf ein kleines Volumen 
eingedampft, mit der berechneten Menge n/1-Silbernitratlésung 
versetzt, der Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen 
und getrocknet. 


0,1611 g Substanz gaben 0,0585 g Ag 

Ber. f. C,,H,,0O,Ag 37,06°/, Ag Gef. 

» » CygH,0,Ag 35,36°/, Ag 86,31°/, Ag. 

Nach der Analyse des Silbersalzes ist das Aquivalent- 
gewicht etwas hodher als nach der Titration. Jedenfalls be- 
stehen die atherléslichen Saéuren aus einem Gemisch von 
hoheren ungesattigten Saiuren, von denen die héchste minde- 
stens 11 Kohlenstoffatome enthilt. 

In den Traubeneichenblattern sind also folgende fliichtigen 
Saduren enthalten: 








mm 
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Ameisensiure, 
Kssigsaure, 
héhere ungesattigte Siuren. 


Aldehydanteil. 


Die wif rigen Lisungen der Barytsalze der den Aldehyden 
entsprechenden Sauren, die Destillationsriickstiinde des Alkohol- 
anteils, wurden auf dem Wasserbade auf ein kleines Volumen 
eingedampft und aufbewahrt, bis alle Eichenbliatter verarbeitet 
waren. Die Gesamtmenge wurde dann noch weiter eingedampft, 
der Riickstand mit Phosphorsiiure angesiuert und so lange 
der Wasserdampfdestillation unterworfen, bis das Destillat nicht 
mehr sauer reagierte. Auf der unangenehm ranzig riechenden 
Flissigkeit schwammen reichlich gelbe Oltropfen; sie wurde 
ausgeithert und die wafirige und atherische Lésung gesondert 
weiter verarbeitet. 

Die ausgeiitherte wiBrige Lisung wurde vom Ather 
befreit, ein Teil mit Natronlauge neutralisiert und ziemlich 
weit eingedampft. Ein Teil der Losung gab mit Silbernitrat- 
losung einen dicken farblosen Niederschlag, der sich beim 
Erhitzen der Aufschlammung schwarzte. Ein anderer Teil 
gab mit Quecksilberchlorid in der Kiilte keine Fillung; beim 
Erwirmen fiel jedoch allmihlich ein farbloser kristalliner 
Niederschlag aus, der nach dem Abfiltrieren beim Ubergiefen 
mit Ammoniak schwarz wurde; es lag also Calomel vor. Der 
Rest der Lésung wurde vollstiindig zur Trockne eingedampft 
und durch Erwirmen mit konz. Schwefelsiure in der weiter 
oben geschilderten Weise auf die Bildung von Kohlenoxyd 
gepriift. Auch diesmal gab die Kochsalz-Kupferchlorirlésung 
nach dem Verdiinnen mit Wasser auf Zusatz von Palladium- 
chloriirlésung einen schwarzen Niederschlag von met. Palla- 
dium. Die Reaktionen zeigen eindeutig, daf} unter den von 
Ather nicht aufgenommenen Siiuren Ameisensiure vorhanden 
ist. Die Siure entsteht aber nicht, wie friiher nachgewiesen 
werden konnte, durch Oxydation von Formaldehyd, sondern 
von Methylalkohol. 


Der Rest der ausgeitherten nicht neutralisierten Losung 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXII. 21 
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wurde zur Zerstérung der Ameisensdiure lingere Zeit mit 
gelbem Quecksilberoxyd unter Umschiitteln auf dem Wasser- 
bade erwirmt, dann mit Natronlauge versetzt, vom Quecksilber 
und Quecksilberoxyd abfiltriert, angesiiuert und so lange der 
Wasserdampfdestillation unterworfen, bis das Destillat nicht 
mehr sauer reagierte. Nachdem es mit n/1-NaOH neutralisiert 
worden war, wurde es auf ein kleines Volumen eingedampit, 
mit der berechneten Menge n/1-Silbernitratlésung versetzt, 
der Niederschlag abgesaugt und aus Wasser umkristallisiert. 


Flache farblose Nadeln. 


; 5322 g Substanz gaben 0,3430 g Ag. 
Ber, f. G H,0,Ag Gef. 
64,659), Ag. 64,45", Ag. 
Nach der Analyse liegt essigsaures Silber vor. Unter 
den fliichtigen Aldehyden der Eichenblitter ist also Acetal- 
dehyd vorhanden. 


Die aitherische Liésung der Saéuren wurde itiber Natrium- 
sulfat getrocknet, der Ather verdampft und der Riickstand der 
gebrochenen Destillation im Vakuum unterworfen. 


1. Fraktionierung. 


D 11 mm, 

1. 50—100° 2,0 g. 
2. 100—110° d,7 g. 
3. 110—125° 9,5 g. 


Im Kolben hinterblieben 2 g eines gelbbraunen Riick- 
standes, der beim Abkiihlen zum Teil salbenartig erstarrte. 

Fraktion 1 und 2 blieben bei Zimmertemperatur fliissig, 
Fraktion 3 erstarrte zum gréften Teil zu einer farblosen 
Kristallmasse. In Eis blieb Fraktion 1 ebenfalls fliissig, Frak- 
tion 2 dagegen schied reichliche Mengen farbloser Kristalle 
ab. Fraktion 2 und 3 wurden in Eis gestellt und die festen 
und fliissigen Anteile durch Absaugen auf einer mit flieSendem 
Kiswasser gekiihlten Nutsche voneinander getrennt. Der Filter- 
riickstand wurde aus Ligroin umkristallisiert,- wobei farblose 
Nidelchen erhalten wurden, die bei 32—33° schmolzen und 
Bromlésung augenblicklich entfirbten. Es lag also a-8-Hexylen- 
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siure vor. Unter den fliichtigen Aldehyden der Eichenblatter 
kommt also, wie auch schon friiher’) nachgewiesen werden 
konnte, in reichlicher Menge a-8-Hexylenaldehyd vor, und 
zwar iiberwiegt seine Menge bei weitem die aller andern 


Aldehyde. 
2. Fraktionierung. 


Die bei 0° fliissigen Anteile der Fraktionen 2 und 3 der 
1. Fraktionierung wurden der gebrochenen Destillation im 
Vakuum unterworfen. 


D 11 mm. 

1. 70—90° 0,6 g. 
2, 90—100° 0,7 g. 
3. 100—105° 1,3 g. 
4, 105—110° 3,1 g. 
5. 110—115° 1,4 g. 


Im Kolben blieb nur ein ganz geringfiigiger gelbbrauner 
Riickstand. Bei —- 15° schieden Fraktion 1 und 2 keine festen 
Bestandteile ab, Fraktion 3 dagegen recht erhebliche Mengen 
farbloser Nadeln. In Eis schied Fraktion 3 keine festen An- 
teile ab, Fraktion 4 erstarrte ziemlich vollstindig bis auf ge- 
ringe Mengen Ol und verfliissigte sich wieder bei Zimmer- 
temperatur (25°); Fraktion 5 erstarrte in Eis vollstiindig und 
schmolz zum gréften Teil wieder bei Zimmertemperatur. 

Die einzelnen Fraktionen bis auf 1 wurden titriert, aus 
den verbrauchten ccm n/10-NaOH das Aquivalentgewicht unter 
der Annahme berechnet, daf} eine einbasische Siure vorlag, 
die neutralisierte Fliissigkeit auf ein kleines Volumen ein- 
gedampft, der Riickstand mit der berechneten Menge n/1- 
Silbernitratlésung versetzt, die Silbersalze abgesaugt, mit wenig 
Wasser gewaschen, getrocknet und analysiert. 


Fraktion 2, 
0,2502 g verbrauchten 23,3 ccm n/10-NaOH. 
Aquivalentgewicht 107,4. 
0,1300 g Silbersalz gaben 0,0908 g Ag. 
Gef, 50,69°/, Ag. 


') Liebigs Annalen 390 (1912) 108. 
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Fraktion 3, 

0,2430 g verbrauchten 21,5 cem n/10-NaOH. 

Aquivalentgewicht 114,1. 

0,2460 g Silbersalz gaben 0,1216 g Ag. 

Gef. 49,48°/, Ag. 

Fraktion 4. 

0,2564 g verbrauchten 22,3 ccm n/10-NaOH. 

Aquivalentgewicht 115,0. 

0,2510 g Silbersalz gaben 0,1239 ¢ Ag. 

Gef. 49,36°/, Ag. 

Fraktion 5. 

0,2707 g verbrauchten 23,2 ccm n/10-NaOH. 

Aquivalentgewicht 118,0. 

0,1594 g Silbersalz gaben 0,0780 g Ag. 

Gef. 48,98°/, Ag. 

Destillationsriickstand. 

0,1123 g verbrauchten 6,2 ccm n/10-NaOH. 

Aquivalentgewicht 181,1. 

Alle Fraktionen und auch der Destillationsriickstand ent- 
firbten augenblicklich eine Chloroformlésung von Brom; es 
sind also iiberall Siiuren mit ungesiattigten Bindungen vor- 
handen. Fraktion 2 diirfte nach der Analyse und dem Siede- 
punkt aus einem Gemisch von Valeriansiiure (Aquivalent- 
gewicht 102,8, 8.-P. der Isovaleriansiiure 86° bei 10,7 mm), 
a-$-Hexylensiiure (Aquivalentgewicht 114,08, S.-P. 108 bis 
110° bei 11 mm) und Wapronsiiure (Aquivalentgewicht 116,10, 
S.-P. der n-Capronsiiure 101° bei 10,3 mm) bestehen. Titra- 
tion und Analyse des Silbersalzes von Fraktion 3 deuten 
darauf hin, daf} in ihr eine annahernd reine Hexylensiure 
vorliegt; dagegen spricht aber ihr Verhalten beim Abkiihlen. 
Bei —15° schieden sich recht erhebliche Mengen farbloser 
Nadeln ab, in denen wohl a-f-Hexylensiure vorliegen diirfte; 
bei 0° trat aber keine Kristallisation ein, die unbedingt hatte 
erfolgen miissen, wenn die Siéure annadhernd rein gewesen 
wire, da diese bei 32—33° schmilzt. Gegen ein Gemisch 
von Valeriansiiure und Hexylensiiure spricht das hohe Aqui- 
valentgewicht. Fraktion 3 diirfte im wesentlichen ein Gemisch 
von a-8-Hexylensiure und Capronsidure sein, wofiir auch 
der Siedepunkt spricht. Das Aquivalentgewicht von Fraktion 4 
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(115,0) liegt zwischen dem der a-$-Hexylensiure (114,08) 
und dem der Capronsiéure (116,1). Dafiir, dafi diese Frak- 
tion im wesentlichen aus einem Gemisch dieser beiden Siuren 
besteht, spricht weiterhin der Siedepunkt (105—110°) und das 
Verhalten beim Abkiihlen; die Fraktion erstarrte in Eis ziem- 
lich vollstiindig bis auf geringe dlige Anteile, schmolz aber 
hei Zimmertemperatur wieder vollstiindig. Das Aquivalent- 
gewicht von Fraktion 5 (118,0) liegt schon iiber dem der 
Capronsiure; sie diirfte nach dem Siedepunkt (110—115°) 
im wesentlichen aus «-3-Hexylensiure und wenig einer 
héheren Siure bestehen; hiefiir spricht auch das Verhalten 
der Siure beim Abkiihlen; sie erstarrte bei 0° vollstindig, 
verfliissigte sich aber bei Zimmertemperatur wieder zum Teil. 
Ob die beigemischte Siiure der C,- oder C,-Reihe angehoért, 
lifit sich nicht entscheiden und ebensowenig, ob sie gesiittigter 
oder ungesiittigter Natur ist, denn die Fihigkeit der F raktion, 
Bromlésung zu entfiirben, kann natiirlich von der in tiberwiegen- 
der Menge vorhandenen «-3-Hexylensiiure herriihren. Daf sie 
aber héchst wahrscheinlich ungesittigter Natur ist, dafiir spricht, 
daf} die andern héheren, spiiter zu besprechenden Siuren eben- 
falls ungesidttigte Bindungen enthalten. Der Destillationsriick- 
stand entfirbte kriftig Bromlésung, es sind also ungesiittigte 
Bindungen vorhanden. Das Aquivalentgewicht liegt zwischen 
dem einer Siiure C,,H,,O, (170,14) und C,,H,,O, (184,16). 
Jedenfalls besteht der Destillationsriickstand aus einem Ge- 
misch héherer ungesittigter Saiuren. 


3. Fraktionierung. 


Die Fraktion 1 der 1. Fraktionierung (8.-P. 50—100° bei 
11 mm) und Fraktion 1 der 2. Fraktionierung (S.-P. 70—90° 
bei 11 mm) wurden vereinigt und wiederum fraktioniert. 


D 11 mm. 

1. 50—60° 0,25 g. 

2. 60—70" 0,5 g. 

3. 70—80° 0,4 g. 

4. - 80—100° 4 Tropfen. 
5. 100—107° 0,2 g. 


Der Kolben war fast leer. 
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Die einzelnen Fraktionen wurden ebenso wie die von der 
2. Fraktionierung behandelt. 


Fraktion 1. 


0,2408 g verbrauchten 25,8 ccm n/10-NaOH. 
Aquivalentgewicht 93,3. 


Fraktion 2. 
0,2523 g verbrauchten 25,1 cem n/10-NaOH. 
Aquivalentgewicht 100,5. 


Fraktion 3. 
0,2694 g verbrauchten 25,3 ccm n/10-NaOH. 
Aquivalentgewicht 106,5. 
0.2665 g Silbersalz gaben 0,1357 g Ag. 
Gef. 50,89°/, Ag. 

Fraktion 5. 
0,1743 g verbrauchten 14,8 ccm n/10-NaQOH. 
Aquivalentgewicht 117,8. 
0,1824 g Silbersalz gaben 0,0900 g Ag. 
Gef. 48,84°/, Ag. 


Das Aquivalentgewicht der Fraktion 1 (93,3) liegt zwi- 
schen dem der Buttersiiure (88,06) und dem der Valeriansiure 
(102,08), und zwar niiher an dem der ersteren. Es diirfte 
hiernach ein Gemisch von viel Buttersiure und wenig 
Valeriansiure vorliegen. Hiermit stimmt annihernd der 
Siedepunkt der Fraktion iiberein. In dem gleichen Kolben 
siedete eine von Kahlbaum bezogene Buttersiiure bei 61—63° 
(12 mm) und eine von der gleichen Firma bezogene Isovalerian- 
siiure bei 73—75° (12 mm). Ferner spricht dafiir, daf} die 
Fraktion mit Wasser mischbar war, mit Zinkacetat kein festes 
Zinksalz lieferte und in Verdiinnung intensiv nach Buttersiure 
roch. Ungesiittigte Sauren lagen nicht vor, denn eine Chloro- 
formlésung von Brom wurde von der Fraktion nicht entfirbt. 
Ob die Buttersiiure nun n-Buttersiure oder Isobuttersiiure war, 
lief} sich wegen der geringen zur Verfiigung stehenden Menge 
nicht entscheiden; wahrscheinlich diirfte n-Buttersiure vorliegen, 
da diese Siure an der gleichen Stelle bei der Hainbuche autf- 
gefunden wurde. Das Aquivalentgewicht von Fraktion 2 (100,5) 
liegt nahe bei dem der Valeriansiure (102,08). Eine mit Iso- 
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valeriansiure von Kahlbaum unter den gleichen Umstanden 
ausgefiihrte Titration ergab das Aquivalentgewicht 100,08. 
Fiir reine Isovaleriansiiure liegt der Siedepunkt etwas zu 
niedrig; die Fraktion diirfte jedoch im wesentlichen aus dieser 
Siiure, gemischt mit wenig Buttersiiure, bestehen. Merkwiirdiger- 
weise gab sie, worauf spiter noch zuriickzukommen sein wird, 
kein festes Zinksalz mit Zinkacetat. Ungesittigte Siuren 
waren nicht vorhanden, denn eine Bromlésung in Chloroform 
wird nicht entfirbt. Das Aquivalentgewicht von Fraktion 3 
(106,5) liegt etwas hdher als das der Valeriansiure. - Es ist 
also schon eine héhere Saiure beigemischt; diese Saure diirfte 
Capronsiure und nicht a-8-Hexylensiiure sein, denn die 
Fraktion entfirbte eine Bromlésung in Chloroform nicht. 
Hiefiir spricht auch der Siedepunkt. Fraktion 4 war zu ge- 
ringfiigig, um eingehender untersucht zu werden. Das Aqui- 
valentgewicht der Fraktion 5 (117,8) liegt nahe bei dem der 
Capronsdure, aber schon etwas héher, so daf} ihr wenig einer 
héheren Siiure beigemischt war. Die Fraktion enthielt auch 
a-B-Hexylensiure, denn beim Einstellen in Eis schieden 
sich farblose Nadeln aus und aufferdem wurde Bromlésung 
kriftig entfirbt; beim Schiitteln mit Zinkacetatlésung ent- 
standen feste Zinksalze. Fraktion 5 diirfte im wesentlichen 
aus Capronsiure und «#-8-Hexylensiure, gemischt mit 
wenig einer hGheren Siure, bestehen; mit dieser Annahme 
stimmt auch der Siedepunkt iiberein. 

Im vorhergehenden ist mehrfach das Verhalten der ver- 
schiedenen Fraktionen gegen Zinkacetat gepriift worden, weil 
August Freund’) in diesem Reagens ein Mittel zur Unter- 
scheidung von Capronsiiure und Valeriansiiure gefunden zu 
haben glaubt. Er schreibt: ,Bringt man zu einer Loésung 
von essigsaurem Zinkoxyd Capronsiiure, so entsteht alsbald 
ein kristallinischer Niederschlag (ein Verhalten, welches weder 
Buttersiure noch auch Valeriansiure zeigt, und somit zur Er- 
kennung der Capronsiiure resp. Unterscheidung von der Va- 
leriansiiure dienen kann), der in der dariiber stehenden Fliissig- 


) J. pr. Ch. 3 (1871) 232. 
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keit beim Erwarmen sich teilweise lést und beim Erkalten 
daraus in Bliattern kristallisiert.“ Um zu sehen, ob Zink- 
acetatlésung tatsichlich zur Unterscheidung von Capronsiiure 
und Valeriansaiure dienen kann, was ja fiir den vorliegenden 
Fall wesentlich gewesen wire, wurde eine Reihe von Fettsiuren 
mit dem Reagens behandelt. In kleine Reagenzgliischen wurde 
die gleiche Menge 10°/,ige Zinkacetatlisung gegeben, drei 
Tropfen der zu priifenden Siure aus einem Capillarréhrehen 
hinzugefiigt und umgeschiittelt. n-Buttersiiure und i-Butter- 
siure, beides Priparate von Kahlbaum, lésten sich ohne 
weitere Veriinderung in der Zinkacetatlésung auf; n-Valerian- 
siure, von Merck bezogen, gab sofort ein Zinksalz, welches 
beim Erhitzen in Lésung ging und beim Erkalten wieder aus- 
kristallisierte. i-Valeriansiiure, Priparat von Kahlbaum, gab 
ebenfalls sofort ein Zinksalz, aber weit reichlicher als die 
n-Valeriansiure; beim Erhitzen ging es in Lésung und schied 
sich beim Erkalten wieder aus. Girungscapronsiiure, Merck- 
sches Priparat, gab sofort ein Zinksalz, aber nicht so reich- 
lich wie die i-Valeriansiure; beim Erhitzen ging es in Loésung 
und schied sich beim Erkalten wieder aus. 2-8-Hexylensiiure 
gab ebenfalls sofort ein Zinksalz; beim Erhitzen ging es zum 
Teil in Lésung, zum Teil schmolz es zu Oltropfen zusammen; 
beim Erkalten bildete sich ein Brei farbloser Kristalle. Die 
Angabe von Freund, dafi Zinkacetatlésung zur Unterschei- 
dung von Capronsiiure und Valeriansiiure dienen kann, ist jeden- 
falls nicht zutreffend; vielleicht lait sich das Reagens zur 
Unterscheidung von Buttersiiure und Valeriansiure verwenden. 

Der gelbbraune Riickstand von der 1. Fraktionierung wurde 
der Vakuumdestillation unterworfen. 

D 12 mm. 

1, 125—150°. 

2. 150—165°. 


Im Kolben blieb ein ziemlich betrichtlicher gelbbrauner 
Riickstand, der bei Zimmertemperatur salbenartig fest wurde; 
im Halse des Kolbens hatten sich einige farblose Kristallchen 
angesetzt. Beide Fraktionen waren gelbe Ole; Fraktion 1 blieb 
bei lingerem Stehen bei Zimmertemperatur fliissig, aus Frak- 
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tion 2 schieden sich bei Zimmertemperatur recht betrichtliche 
Mengen von Kristallen ab. Beide Fraktionen und auch der 
Destillationsriickstand entfiirbten augenblicklich eine Chloro- 
formlésung von Brom; es liegen also ungesiittigte Sduren vor. 
Fraktion 1 war zu klein, um eine analytische Untersuchung 
zu gestatten. 
Fraktion 2. 
0,3127 g verbrauchten 16,8 ccm n/10-NaOH. 
Aquivalentgewicht 186,1. 


Destillationsriickstand. 


0,2704 g verbrauchten 9,5 ccm n/10-NaOH. 
Aquivalentgewicht 284,6. 


Das Aquivalentgewicht von Fraktion 2 (186,1) liegt nahe 
bei dem einer ungesiittigten Siure C,,H,,O, (184,16) und das 
des Destillationsriickstandes (284,6) nahe bei dem einer Saure 
C,,H,,0, (282,27). Jedenfalls besteht der Destillationsriick- 
stand der 1. Fraktionierung aus einem Gemisch hoéherer 
ungesittigter Siuren, von denen die héchste mindestens 
der C,,-Reihe angehdrt. 


In dem S&uregemisch, welches bei der Oxydation des 
Destillates von den Siiuren mit Silberoxyd entsteht, kommen 
also vor: Ameisensiiure, Essigsiure, Buttersiure, Valeriansiure, 
a-3-Hexylensiiure, Capronsiure und héhere ungesittigte Sauren, 
von denen die héchste mindestens der C,,-Reihe angehort. 
Alle diese Siiuren, mit Ausnahme der Ameisensiure, welche 
ihren Ursprung dem Methylalkohol verdankt, miissen aus den 
entsprechenden Aldehyden entstanden sein. In den Blattern 
der Traubeneiche kommen also vor: 


Acetaldehyd, 
Butyraldehyd, 
Valeraldehyd, 
o-8-Hexylenaldehyd, 
Capronaldehyd, 
Hohere ungesittigte Aldehyde, von denen der héchste 
mindestens der C,,-Reihe angehort. 
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Alkoholanteil. 


Das wifirige Destillat von den oxydierten Aldehyden, 
welches intensiv nach Himbeeren und Rosen roch, wurde 
mehrfach cohobiert und das ietzte Destillat, welches intensiv 
nach Rosen roch und auf welchem gelbe Oltropfen schwammen, 
mit Ather ausgeschiittelt, die iitherische Lisung iiber Natrium- 
sulfat getrocknet und der Ather verdampft. Es hinterblieben 
2,5 g eines schwach gelben Oles, welches intensiv und sehr 
angenehm nach Rosen roch. Da die Menge viel zu gering 
war, um eine sorgfiltige Fraktionierung zuzulassen, wurden 
lediglich die Siedegrenzen festgestellt. Bei einem Druck von 
15 mm destillierte das Ol zwischen 40—100°; die Hauptmenge 
ging bei 60—70° iiber; im Kolben blieb nur ein ganz gering- 
fiigiger Riickstand. Das Alkoholgemisch entfirbte kriiftig 
Bromlésung. Beim Schiitteln mit essigsaurer Semicarbazid- 
lésung bildete sich kein Semicarbazon und beim Schiitteln mit 
essigsaurer Phenylhydrazinlésung trat keine Triibung und Gelb- 
firbung ein; Ketone sind also kaum vorhanden. 

Es liegt also hier, ebenso wie bei dem gleichen Anteil 
aus den Hainbuchen- und Edelkastanienblittern. ein Gemisch 
ungesiittigter Alkohole vor. Die Siedegrenzen sind die gleichen 
wie bei dem Alkoholgemisch aus den eben erwihnten Pflanzen. 
Da die Hauptmenge bei 60—70° iiberging, diirfte das Gemisch 
in der Hauptsache wie bei den andern Pflanzen auch aus 
Hexenol C,H,,O bestehen. Aber auch die in der Hainbuche 
aufgefundenen niederen Homologen, Butenol und Pentenol 
diirften vorhanden sein, da schon eine recht: betriichtliche 
Menge des Gemisches bei 40—60° iiberging. 

In den Traubeneichenblittern kommen also folgende 
Alkohole vor: 


Methylalkohol, 
Niedere Homologe des Hexenols, 
Hexenol, 
Hoéhere ungesiittigte Alkohole. 
Insgesamt sind in den Blittern der Traubeneiche durch 
die vorliegende Arbeit die folgenden fliichtigen Stoffe nach- 








gewiesen worden; zum Vergleich sind die in der Hainbuche 
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und Edelkastanie aufgefundenen daneben gestellt. 


Hainbuche: Edelkastanie: Traubeneiche: 
Ameisensiure Ameisenséure Ameisensiure 
Essigsaure Kssigsiure Essigsaure 
Hexylensiure — -- 

Héhere ungesiittigte Héhere ungesittigte Hbhere ungesattigte 

Séuren Siuren Séuren 
Acetaldehyd Acetaldehyd Acetaldehyd 

_— Propylaldehyd _ 
n-Butyraldehyd Butyraldehyd Butyraldehyd 
Valeraldehyd Valeraldehyd Valeraldehyd 
u-3-Hexylenaldehyd -8-Hexylenaldehyd v.-3-Hexylenaldehyd 

— Capronaldehyd Capronaldehyd 
Héhere ungesittigte Hihere ungesiittigte Hihere ingesiattigte 

Aldehyde Aldehyde Aldehyde 
Methylalkohol Methylalkohol Methylalkohol 
Butenol Niedere Homologe des Niedere Homologe des 
Pentenol Hexenols Hexenols 
Hexenol Hexenol Hexenol 
Alkohol C,H,,O — — 

Héhere ungesiittigte Héhere ungesittigte Héhere ungesittigte 

Alkohole Alkohole Alkohole 


Es zeigt sich also, daf in allen drei Pflanzen wesentlich 
die gleichen fliichtigen Stoffe vorhanden sind. 

In einer friiheren Mitteilung') konnte ich gemeinsam mit 
Adolf Wagner zeigen, dafi in 40 verschiedenen Pflanzen 
ein Gemisch ungesittigter Alkohole vorkommt, so dafi man 
wohl mit grofer Sicherheit behaupten kann, daf} Hexenol, 
niedere und héhere Homologe dieses Kérpers normale Bestand- 
teile aller griinen Pflanzen sind. Von den Aldehyden und 
Siuren, wie sie in den weiter oben erwihnten Pflanzen vor- 
handen sind, wird man dies nicht mit so grofer Sicherheit 
behaupten kénnen, da das Material noch zu wenig umfang- 
reich ist. Immerhin deutet aber die Ubereinstimmung der 
Zusammensetzung der fliichtigen Stoffe darauf hin, daB auch 


‘) Sitzungsberichte der Heidelberger Akademie der Wissenschaften, 
mathematisch-naturwissenschaftliche Klasse. Abteilung A. Mathematisch- 
physikalische Wissenschaften 1920, 2. Abh. 
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die in den drei Pflanzen nachgewiesenen Aldehyde und Sauren ~ 
normale Bestandteile der griinen Pflanzen sind. 

Welche Bedeutung diese Substanzen fiir den Stoffwechsel 
der Pflanzen haben, dariiber 1iBt sich heute kaum etwas aus- 
sagen. Immerhin dringt sich durch den Nachweis einer Reihe 
homologer ungesattigter Aldehyde, von denen das hdochste 
lied mindestens der C,,-Reihe angehort, in der Traubeneiche 
und auch das Vorkommen von héheren ungesittigten Aldehyden 
in der Hainbuche und der Edelkastanie darauf hin, daf} diese 
Korper in engem Zusammenhang mit der Fettsiuresynthese 
durch die Pflanze stehen. Weitere Untersuchungen iiber die 
Natur der héheren ungesittigten Aldehyde sollen folgen. 























Fiir die haufiger zitierten Zeitschriften’ werden folgende Abkiirzungen 


empfohlen: 
Liebig., Ann. der Chem. = (Liebigs) Annalen der Chemie. 
Pfligers Arch. = Archiv fiir die gesamte Physiologie. 
Arch, (Anat. u.) Physiol. = Archiv fir Physiologie (Archiv fiir Ana- 
tomie und Physiologie, Physiologische 
Abteilung). 
Arch. fir exper. Pathol. == Archiv fiir experimentelle Pathologie 


und Pharmakologie. 


Chem. Ber. == Beriéhte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Biochem. Zbl. . == Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 
physik. 


Biochem. Jl. 
Biochem. Zs. 


The Biochemical Journal. 
Biochemische Zeitschrift. 

Bull. Soc. chim. France. Bulletin dela Société chimique de France. 
Chem. Zbl. Chemisches Zentralblatt. 

C. R. == Comptes rendus de l’Académie des 
Sciences, 

The journal of biological chemistry. 
The journal of Physiology. 

Journal fiir praktische Chemie. 
Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 
Monatshefte fiir Chemie. 

Zeitschrift fir physikalische Chemie. 
Quarterly Journal of experimental phy- 


Jl. of Biol. Chem. 

J. of Physiol. 

Jl. fir prakt. Chem. 

Landw. Versuchsstation. 
Mon.-H. fiir Chemie. 

Zs. physikal. Chem, 

Quarterly Jl. Experim. Physiol. 


Iu db ley 


siology. 
Skand, Arch. Physiol. = Skandinavisches Arch. fir Physiologie. 
Zs. Biol. = Zeitschrift fir Biologie. 
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Die 22. Auflage ist tiberraschend schnell der 21. Auflage gefolgt und 


bringt als auffilligste Neuerung gegeniiber fritheren Auflagen die Ein- 
richtung der vierstelligen Logarithmentafel. 















































